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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACC: mellékvesekéreg carcinoma (adrenocorticalis carcinoma)

ACTH: adrenocorticotrop hormon

AGO 1-4: Argonauta fehérje 1-4

AMI: akut miokardialis infarktus

ATP: adenozin-5'-trifoszfat

BCL-2: B-sejtes leukémia (B-cell leukemia)

CK: kreatin kindz (creatine kinase)

CLL: kronikus limfoid leukémia (chronic lymphoid leukemia)

C-MYC: v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

CT: ciklus kiiszoborték (cycle threshold)

dCT: normalizalt ciklus kiiszobérték (delta cycle threshold)

DNS: dezoxiribonukleinsav

dsRNS: kettds szala RNS (double stranded RNA)

EDTA: etilén diamin tetraecetsav

ETS: E26 transformation-specific (transzkripcids faktor)

ETT-TUKEB: Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs — Tudomanyos €és Kutatasetikai
Bizottsag

FBS: magzati marhaszérum (fetal bovine serum)

FXS : Torékeny X Szindroma (Fragile-X-Syndrome)

GEO: Gene Expression Omnibus

hCG: human choriogonadotropin

HDL: high-density lipoprotein

let7: lethal-7 (mikroRNS)

mRNS: hirvivd ribonukleinsav (messenger RNA)

miRNS, miR: mikroRNS

Nr3cl: sejtmagi receptor alcsalad 3, csoport C, 1. tagja (nuclear receptor subfamily 3,
group C, member 1)

PCOS: policisztas ovarium szindroma

PDK-1: 3’ foszfoinozitid-fliggd protein kindz-1 (3’ Phosphoinositide- Dependent

Protein Kinase-1)
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POL2: RNS-polimeraz-2

POL3: RNS-polimeraz-3

gRT-PCR: kvantitativ val6s idejii (real-time) reverz transzkripcids polimeraz
lancreakcid (quantitative reverse transcription polimerase chain reaction)
Ran-GTPaz: RAs-related Nuclear protein-guanosine 5'-triphosphatase

RIN: RNS integritasi szam (RNA Integrity Number)

RISC: RNS-indukalt csendesité komplex (RNA induced silencing complex)
RNS: ribonukleinsav

RNSi: RNS interferencia

RT: reverz transzkripcio

SNP: egyedi/egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
SR-BI: scavenger receptor class B, type I

siRNS: kis interferald RNS (small interfering RNA)

TLRS: Toll-szert receptor 8 (Toll-like receptor 8)

TP53. tumor protein 53

TRBP: TAR RNS-kot6 fehérje (TAR RNA binding protein)

3' UTR: 3' nem transzlalodo régio (3' untranslated region)

5' UTR: 5' nem transzlalodo régid (5' untranslated region)

7Z.0-1: zona occludens 1
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1. BEVEZETES

1.1 A mikroRNS-ek altalanos jellemzdi

A mikroRNS-ek fehérjét nem kodolo, érett formajukban egylancu, 17-25 nukleotidbol
allo RNS-molekulék, amelyek a ndvények és az allatok génjeinek poszttranszkripcios
szabalyozasaban vesznek részt. A hirvivé (messenger) RNS-ek (mRNS) 3° nem kodold
ezaltal a RNS interferencia (RNSi) endogén medidtorainak tekinthetdk (Bartel 2009).

Az RNS interferencia jelensége (RNSi) el0szor kiviilrél bejuttatott kétszalu
(double stranded) RNS-ekbdl (dsRNS) keletkezd RNS lebomlasként valt ismertté (Fire
¢s mtsai 1998). A kiviilrdl bejuttatott, exogén RNS-ekbdl Gn. révid interferald (short
interfering) RNS-ek (siRNS) képzddnek, amelyek cél mRNS-eikhez specifikusan
kotddni képesek, azok lebomlasat idézve eld. Az siRNS-ek ugy jonnek létre, hogy az
RNS nukleazok (RNaz III csaladjaba tartozé Dicer) megkotik a dsRNS-eket és 21-25
nukleotid hossziisdgi darabokra (RNS fragmens, siRNS) hasitjdk. A hasitds sordn a
siRNS 5 végén foszfatcsoport, a 3° végén 2 - 3 nukleotidnyi ,,tullogas” (overhang)
alakul ki.

Ezt kovetden az siRNS-ek belépnek az ugynevezett RNS indukalta csendesitd
komplexbe (RNA-induced silencing complex, RISC), amely egy tobb alegységbdl allo
ribonukleoprotein komplex. Itt torténik az siRNS-el homolég mRNS-ek specifikus
gatlasa, illetve lebomlasa, oly modon, hogy a RISC aktivalodéasa utan (amely egy ATP
fliggd folyamat) az siRNS szdlai szétcsavarodnak, az antiszensz szal specifikusan
kotédik a vele komplementer mRNS-hez, majd az aktivalt RISC feldarabolja azt
(Nicholson 1999).

A késdbbi kutatasok nyoman ismertté valt, hogy ez a folyamat nemcsak kiviilrél
bevitt RNS-ek utjan, hanem a genomban kiilon gének altal kodolt (endogén)
mikroRNS-ek révén is megvaldsulhat (He és mtsai 2004). A mikroRNS-eket elsd izben
Ambros és Ruvkun irtdk le (Lee és mtsail993, Wightman és mtsai 1993).
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A kis interferal6 RNS-ek (siRNS) és a mikroRNS-ek érési folyamatai szamos
hasonlésdgot mutatnak. A mikroRNS-ek a kodoldo génekrdl a RNS-polimerdz
segitségével irodnak at (Bartel 2004). A transzkripcid folyamatdban dontd szerepet az
RNS-polimeraz-2 (POL2) jatszik, felmeriilt ugyanakkor a gén elhelyezkedésétol
figgden az RNS-polimerdz-3 (POL3) szerepe is (Faller és mtsai 2008, Borchert és mtsai
2006).

A transzkripcid sordn egy hajtiikanyar szerkezetli, megkozelitdleg 1 kilobazis
hosszusagu prekurzor molekula képzddik, egy kettdsszala primer mikroRNS (pri-
mikroRNS). A hajtiikanyar bazisanal elhelyezkedd hélixszerkezetet ismeri fel a RNaz
IIT aktivitasa Drosha enzimbdl és RNS-koto fehérjékbol allo komplex, amely a pri-
mikroRNS hasitasat kovetden egy mikroRNS prekurzor (pre-mikroRNS) molekulat
szabadit fel (Filipowicz és mtsai 2008, Bartel 2004, Faller és mtsai 2008). Ezt kovetden
a pre-mikroRNS-ek aktiv transzporttal jutnak a sejtmagbol a citoplazmaba. Az aktiv
transzport folyamataért a Ran-GTPaz aktivitasu Exportin-5 felelds (Filipowicz és mtsai
2008, Bartel 2004, Faller é¢s mtsai 2008). Az igy mér a citoplazmaban taldlhatd pre-
mikroRNS-t az RNaz III aktivitdsi enzim, a Dicer és annak kofaktora (TAR RNA
binding protein = TRBP) tovabb hasitja, kivagva beldle a terminalis hurkot. Az igy
keletkezd mikroRNS duplex az ugynevezett mikroRNS indukalt csendesité komplexbe
(miRISC) épiil be (Filipowicz ¢s mtsai 2008) (1. abra).
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1. abra: A mikroRNS-ek képzodésének sematikus dabrazoldsa

A kovetkezd 1épésben a miRNS-t helikdz aktivitasi enzimek kicsavarjak,
szétvalasztjak, az 5'-3' irdnyll vezérszal stabilizalodik, majd a vele komplementer 3'-5'
iranyu szal lebomlik. Az igy keletkez6 20-24 nukleotid hosszisagut RNS molekula az
miRISC-ben stabilizalodik, és érett mikroRNS-ként funkcional (Bartel 2004, Faller és
mtsai 2008).

A mikroRNS-ek a hirvivd RNS-ekhez (messenger-RNS) kapcsolodva fejtik ki
hatdsukat, azok poszttranszkripcidos gatlasat eredményezve. Ennek keretében a
mikroRNS-ek altali génexpresszios szabalyozas az epigenetikai szabalyozas korébe
tartozik, mivel a génexpresszid szabalyozasat a nukleotidsorrend megvaltoztatasa nélkiil
éri el.

A poszttranszkripcionalis gatlas folyamataban kiemelkedd szerepe van az
ugynevezett Argonauta fehérjeknek (AGO), amelyeknek emldsokben négy altipusa
(AGOI1-4) ismert (Filipowicz és mtsai 2008). A mikroRNS-kotOhelyek tipusosan az
mRNS molekuldk 3' UTR (3' nem transzlal6dd) régidjaban talalhatok, ahol altalaban
tobb kotdhely is eléfordul. Amennyiben azok részleges vagy teljes komplementaritast
mutatnak az adott mikroRNS-sel, a mikroRNS-ek miRISC-kel alkotott miikodési

egyseége ezeket a szekvencidkat felismeri és megkati.
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A mikroRNS-t kotd régiok és a mikroRNS-ek kozott a novényekben tokéletes
komplementaritds all fenn, allatokban és emberben azonban a komplementaritas csak
részleges (Filipowicz és mtsai 2008). Lokalizaciojuk szerint a mikroRNS-eket kddolod
gének lehetnek intra- vagy intergénikusak (Sevignani és mtsai 2006). Leggyakrabban
(70%-ban) a fehérjét kodold gének intronikus szakaszain helyezkednek el, 30%-uk a
fehérjét nem kodolo, intergénikus régiokban a fehérjét kodold génektdl tavol talalhato,
ezek fliggetlen transzkripcios egységet alkotnak. A mikroRNS gének el6fordulhatnak
egymds kozelében klasztereket képezve, illetve egymastol kiilonalldoan, ©nallo
transzkripcids egységet alkotva (Sevignani és mtsai 2006, Baskerville, Bartel 2005).

Emberben a legutobbi (www.mirbase.org, 2014 junius 21. release) adatbazis

adatok szerint 2688 mikroRNS ismert. A mikroRNS-t kodold gének az ismert gének 1-
3%-at teszik ki, mindazonaltal ez a szdm folyamatos ndvekedést mutat (Bentwich és
mtsai 2005). Becslések szerint a human genomban a fehérjét kodold gének koriilbeliil
30-60 %-a allhat mikroRNS szabalyozas alatt (Malumbres 2013, Berezikov és mtsai
2005, Griffith és mtsai 2008).

A mikroRNS-ekre jellemzdé a pleiotropia jelensége. A pleiotropia révén egy
mikroRNS molekula tobb szaz, akar tobb ezer mRNS-t is szabalyozhat, masrészrol egy
mRNS molekula tobb mikroRNS célpontjaként szolgéalhat, amelyek gyakran
szinergisztikusan hatnak (Lewis és mtsai 2005). A mikroRNS-eket kodolo geének
kifejezddése (expresszidja) ugyanakkor egy adott szervezeten beliil szovet-, illetve
sejtspecifikus (Chen 2005), s6t a mikroRNS-ek hatasa is szovetspecfikus, azaz ugyanaz
a mikroRNS kiilonb6z6 szovetekben kiillonb6zé mRNS célpontokhoz kapcsolodhat.

A mikroRNS-ek mRNS-hez vald kotddését szamos tényezd befolyasolja. Amig
novényekben tokéletes bazisparosodas jon létre a mikroRNS és az azt kotd nukleotid
szekvencia kozott (Rhoades és mtsai 2002), addig allatokban és az emberben ez egy
sokkal Osszetettebb folyamat, €és részleges komplementaritas jellemzd. Emldsokben a
region) talalhatd miRNS-kotd "site"-hoz kapcsolodnak és a kotddés részleges bazis
komplementaritas esetén is 1étrejon (He és mtsai 2004). A mikroRNS gatlo hatasat
jelentds mértékben meghatarozza a mikroRNS 5' vége ¢s az mRNS kozott kialakuld
bazis kotédések szdma. A mikroRNS-ek 5° végéhez kozel fekvé 8 nukleotidpart

tartalmaz6 régiot seed (mag) régionak nevezik (Lewis és mtsai 2003).
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poszttranszkripcios gatlas mértéke kiilonbozo, ezt hivjuk a seed-ek hierarchidjanak. A
seed régidhoz kozel fekvo nukleotidszekvencidk is modositjak a mikroRNS-ek hatasait.
Az ebben a régidban taldlhatd magas adenin- ¢és uraciltartalom, illetve a "seed" région
kiviil es6 egy vagy tobb nukleotidot érinté mismatchek jelenléte a poszttranszkripcids
gatlast erdsiti.

A kotéhely (site) elhelyezkedése is befolyasolja a mikroRNS-ek hatésat.
Amennyiben a "site" a 3' UTR barmely végéhez kozel helyezkedik el, az a mikroRNS
hatasat fokozza (Grimson és mtsai 2007). Amennyiben az mRNS-en tobb kiilonb6zo
mikroRNS-t kotd hely talalhato, és ezek egymastol kevesebb, mint 30 nt tavolsagra
helyezkednek el a mikroRNS-ek kotddése egymas hatasat erdsiti (Hon, Zhang 2007).

A mikroRNS célmolekuldk azonositisara kiilonb6zd  bioinformatikai
modszereket fejlesztettek ki, de tekintettel arra, hogy ezek a modszerek prediktiv
jellegtiek, a célmolekulak (targetek) in silico azonositasa utan, biologiai jelentdségiik
validalasa céljabol az interakciok tovabbi kisérletes aldtdmasztidsara van sziikség. A
target predikcid soran kiilonféle matematikai algoritmusokkal részleges, illetve teljes
bazis komplementaritast mutaté mikroRNS koto helyeket keresnek a human genomban.

A target predikcios algoritmusokkal egy adott mikroRNS potencidlis
célpontjainak listdja a kalkulalt valdszintiségi "score" értékekkel egyiitt lekérdezhetd. A
legelterjedtebb alkalmazasok (példaul PicTar, TargetScan, miRBase) az interneten

szabadon hozzaférhet6k.

1.2 A mikroRNS-ek élettani és patogenetikai szerepe

A mikroRNS-ek az 6sszes fehérjét kodold gén mintegy 30-60 %-anak befolydsolasaval
szamos ¢lettani folyamatban szerepet jatszanak, mint a sejtek differencidlodésa,
migracidja, proliferacidja, illetve a programozott sejthalal (apoptdzis) szabalyozasa.
Szerepiik van ezen kiviil az ontogenezis folyamataiban, az intermedier anyagcsere
szabdlyozasaban, az  immunrendszer miikodésében, illetve a  szervezet
homeosztazisanak fenntartasaban is (Filipowicz és mtsai 2008).

A mikroRNS-ek kifejezédésének megvaltozasa szdmos koérkép kialakulasédban

kulcsfontossagi. Az aldbbiakban néhany példat mutatok be a mikroRNS-ek
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kifejezddésének  valtozasara  kiilonbozd  betegségekben. A szivizomsejtek
mitokondriumainak ATP szintézisében (Nishi és mtsai 2010) példaul a miR-15b, a miR-
16, a miR-195 és a miR-424 a cellularis ATP szint csokkentésére képes.

A mikroRNS-ek fontos szerepet toltenck be az érett idegsejtek funkcidinak
fenntartdsaban is. A miR-134 hozzajarul az idegsejtek kozOtti szinapszisok
kifejlédéséhez és éréséhez, csokkent kifejezodését figyelték meg Alzheimer korban,
Torékeny (Fragile)-X-Szindromaban (FXS) ¢és autizmusban szenvedd betegekben
(Sempere ¢és mtsai 2004). A miR-133b az agy dopaminerg neuronjainak érését
szabalyozza, Parkinson szindromas betegek esetén csokkent kifejezodést talaltak
(Smirnova és mtsai 2005).

A mikroRNS-ek a belsd elvalasztasti mirigyek miikodésében is részt vesznek. A
hasnyalmirigy fejlédéséért és az inzulinszekrécidért egyarant felelés miR-375-r61
igazolodott, hogy kozvetlentil befolyasolja a 3’ Foszfoinozitid dependens protein kindz—
1 (PDK-1) mikodését, ezaltal csokkenti a gliik6z inzulin génkifejezédésre gyakorolt
stimulal6 hatasat (E1 Ouaamari és mtsai 2008).

A mikroRNS-ek egyértelmii patogenetikai szerepe az utdbbi évek intenziv
kutatasanak kdszonhetéen bizonyossa valt tobbek kozott a gyulladdsos bélbetegségek
(Kalla és mtsai 2015), egyes autoimmun korképek (Luo és mtsai 2010, O'Connell és
mtsai 2010), illetve az atherosclerosis esetében (Urbich és mtsai 2008).

A mikroRNS-ek daganatképzddésben betdltott szerepe a mikroRNS-kutatés
egyik legintenzivebb teriilete. A mikroRNS-ek a karcinogenezis szinte valamennyi
allomasat befolyasoljak (sejtnévekedés, differencialodéas, proliferacid, invazid,
apoptozis, angiogenezis ¢s metasztazisképzeés) (Negrini €s mtsai 2009). A mikroRNS-ek
megvaltozott kifejezddésének a kemoterapidval szembeni rezisztencia kialakuldséban is
jelentdséget tulajdonitanak (Zhang és mtsai 2013, Liang és mtsai 2009).

A daganatos szovetben fokozott kifejezddést mutatdé mikroRNS-eket onkogén
(onkomiR), mig a csokkent kifejezddéslieket tumor szupresszorszupresszor mikroRNS-
eknek nevezziik, a klasszikus onkogén-tumor szupresszor megkiilonboztetést kovetve
(Chen 2005).

A rosszindulati daganatok koziil el6szor CLL-ben (kronikus limfoid leukémia)
irtdk le a mikroRNS-ek (miR-15, miR-16) megvaltozott expressziojat (Calin és mtsai

2002). Ezt kdvetden szamos mas daganatban igazolddott a mikroRNS-ek szerepe. A /et-

10
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7 tumor szupresszor mikroRNS csaldd tobb tagjanak csokkent kifejezédése a RAS
onkogének fokozott aktivitasan keresztiil szerepet jatszik a tiidorak patogenezisében
(Johnson ¢s mtsai 2005). A miR-145 onkogén hatasat irtak le metasztatizalo
vastagbéltumor esetében (Arndt és mtsai 2009). A mikroRNS-ek megvaltozott
kifejezddését gyomorrdkban (Wu és mtsai 2010), az urogenitalis traktus malignus
daganataiban, ¢s emldérakban is megfigyelték (Catto és mtsai 2011, Takahashi és mtsai
2015), illetve az endokrin daganatok koziil a mikroRNS-ek pajzsmirigy (Forte és mtsai
2015) ¢és mellékvese daganatokban betoltott szerepérdl is széleskorti ismereteink
vannak.

A daganatok patogenezisében betoltott szerepiik mellett azonban a mikroRNS-
ek, mint potencidlis biomarkerek a daganatok diagndzisaban is fontosak, mivel a jo- és
rosszindulatii daganatokra eltéré mikroRNS mintézat jellemzd. Kiilondsen nagy lehet a
jelentéségiik azon tumorok diagnozisaban, ahol a jo- és rosszindulatisag megallapitasa
hisztologiai diagndzissal nehézkes (példaul pajzsmirigy follicularis adenoma és
carcinoma elkiilonitése (Weber és mtsai 2006)), illetve mellékvesekéreg-daganatok
esetében (TOombdl és mtsai 2009).

A mikroRNS-ek nemcsak a rosszindulatusdg megallapitasanak eldsegitdiként,
hanem prognosztikus markerként is széba jonnek tobb daganat, igy mellékvesekéreg

carcinoma esetében is (Ozata és mtsai 2011).

1.3 A mikroRNS-ek szerepe daganatokban: onkogének és tumor szupresszorok

Amint arrél az altalanos részben szo volt, a mikroRNS-ek a kovetkezo klasszikus
dichotomiat kovetik: a tumoros szovetekben fokozott kifejezddéssel rendelkezd
mikroRNS-eket onkogén mikroRNS-eknek (v6: onkomir), amig a csokkent
kifejezddéstieket tumor szupresszor mikroRNS-eknek nevezziik.

Mind az onkogén, mind a tumor szupresszor mikroRNS-ek célpontjai kozott
nagy szadmban taldlhatok a sejtek szaporoddsanak, differencidlodasanak, illetve
apoptozisanak szabalyozéasaban szereplé mRNS-ek. Tekintettel arra, hogy a mikroRNS-
ek hatasa nem kozvetlen, hanem a cél mRNS-ek kifejezddésének szabalyozasan
keresztiil valosul meg, az onkogén mikroRNS-ek célpontjai kozott tumor szupresszor

hatdst mRNS-ek, illetve forditva, a tumor szupresszor hatasi mikroRNS-ek célpontjai
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kozott onkogén mRNS-ek fordulnak eld. A daganatokra jellemzé onkogén mikroRNS-
ek fokozott kifejezddése igy csokkenti a tumor szupresszor mRNS-ek kifejezddését,
mig a csokkent kifejez6désti tumor szupresszorok gatlasa alol felszabadulé onkogén
mRNS-ek kifejezddése fokozodik, ami Gsszességében a daganat ndvekedését segitheti
(Chen 2005).

kimagaslo a jelentdsége (Cortez és mtsai 2011), valamint a mikroRNS-ek megvaltozott
kifejez0dését mar a tumort koriilvevo hisztologiai szempontbol ép szovetben is ki lehet
mutatni, példaul pajzsmirigy papillaris carcinoma esetében (He és mtsai 2005).

A mikroRNS gének koriilbeliil 50 %-a a kromoszomak - tumoros szdvetekben
gyakran karosodott - fragilis régioiban talalhaté (Calin és mtsai 2004), ami ismét arra
utal, hogy a mikroRNS-ek és a daganatképzddés kozott szoros kapcesolat all fenn.

J6 példa az onkogén hatasu mikroRNS-ekre az elsék kozott felfedezett mir-17—
92 cluster, amely hat mikroRNS-t kédol (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-
20a, miR-92), amelyeknek a kifejezddése szolid tumorokban és szdmos malignus
hematologiai betegségben fokozott (He és mtsai 2005, Mendell 2008). A mir-17-92
kifejez6dését szignifikansan emelkedettnek talaltdk tobbek kozott tliidérakban
(kiilondsen kissejtes tiidorakban) és malignus limfomakban, kiilonds tekintettel annak B
sejtes formaira (Hayashita és mtsai 2005).

MYC transzgenikus egerekben a miR-17-92 cluster hemopoetikus sejtekbe
torténd bevitelével gyors limfoma kialakulast lehetett elérni (He és mtsai 2005), ami
ahhoz a megfigyeléshez vezetett, hogy bizonyos mikroRNS valtozasok a sejteket
mintegy hajlamositjdk a rdkos elfajulasra, illetve a mikroRNS-ek megvaltozott
kifejezddése nem pusztan a malignus atalakulas kovetkezménye, hanem oki tényezd. A
miR-17-92 cluster onkogén hatésa igy igazolast nyert, ezért azt Oncomir-1-nek nevezték
el.

Bioinformatikai uton szamos génrél kimutattdk, hogy a miR-17-92
célpontjaiként szolgéalnak: a cluster két tagja, a miR-19a és a miR-20 tobb mint 600 gént
befolyasolnak (Krek és mtsai 2005).

A mikroRNS-ek onkogenezis szempontjabol jelentds masik csoportjat a tumor

szupresszor mikroRNS-ek képezik. Ezek a mikroRNS-ek a tumorok képzddését azaltal
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onkogének miikodését.

A tumor szupresszor mikroRNS-ek patoldgiai jelentdségét elészor kronikus
limfoid leukémidban irtak le, ahol a miR-15 és a miR-16 csokkent kifejezddésére dertilt
fény (Calin és mtsai 2002) Mindkét mikroRNS (miR-15, miR-16) célpontja az
apoptotikus BCL-2 (B-cell leukemia 2), csokkent kifejezodésiik a BCL-2 novekedett
kifejez0dését okozva fokozott sejtproliferaciot eredményez (Cimmino és mtsai 2005,
Ageilan és mtsai 2010).

Tovabbi példaként a let-7 csaladba tartozd mikroRNS-eket hozndm fel, melynek
célgénjei (példadul a MYC, a CCNDI, a RAS, a LIN28 és a HMGA2) olyan onkogének,
primer és metasztatikus daganatban, amelyet a daganatok fokozott agresszivitdsaval
hoztak Osszefiiggésbe (Nair és mtsai 2012). A /let-7 csaladhoz tartozé mikroRNS-ek
alacsony kifejezddését irtak le tiidérakban, amely a betegség stadiumatol fliggetlentil
rovidebb posztoperativ taléléssel jart egyiitt (Takamizawa és mtsai 2004). A let-7 gén
tumor szuppressziv hatdsdnak vizsgdlatira let-7 géneket juttattak be tiido
adenocarcinoma sejtvonalba és azt figyelték meg, hogy a let-7 gatolja a tiidérak
sejtjeinek novekedését in vitro (Takamizawa €s mtsai 2004). Jelenlegi ismereteink
szerint a let-7 egyik célgénje a RAS onkogén, melynek a kifejez8dését csokkenti
(Johnson és mtsai 2005). Tiidérak esetén a szignifikdnsan alacsonyabb let-7 kifejez0dés
szignifikdnsan magasabb RAS fehérjeszinttel jar egyiitt, amely arra utal, hogy a let-7
onkogén funkcidjat a RAS altali szabalyozas utjan tolti be a tiidérak onkogenezisében.
Fontos hangstlyozni, hogy a fent részletezett klasszikus dichotémiat a mikroRNS-ek
szovetspecifikus hatdsa tovabb bonyolitja. Ugyanaz a mikroRNS az egyik szdvetben
tumor szupresszor hatdssal bir, amig a masik szovetben onkogén hatést fejt ki. A miR-
503 kifejezédése példaul mellékvesekéreg carcinomaban magasabb (TOmbdl €s mtsai
2009), amig hipofizistumorokban alacsonyabb kifejezddést mutat (Butz és mtsai 2010).
A  mikroRNS-ek szovetspecifikus viselkedése a daganatok mikroRNS alapu

A mikroRNS-ek kifejezddését transzkripcios faktorok befolydsoljak, amelyek

ugyanakkor mikroRNS-ek tamadaspontjai is lehetnek. Erdekes szabalyozd kordk
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keletkeznek ezaltal, példaul a c-MYC protoonkogént, a miR-17-5p-t, a miR-20a-t és a
E2F [ transzkripcios faktort magaba foglalo haldzat.

A miR-17-92 mikroRNS génkomplex ¢és a c-Myc gén kifejezddése kozott
érdekes kolcsonhatas van, mivel mindkettd a sejtciklusban szerepet jatszo transzkripcios
faktor, az E2F1 kifejez6dését szabalyozza (O'Donnell és mtsai 2005). A c-Myc a
legjobban ismert onkogének koz¢ tartozo transzkripcios faktor, amely az dsszes human
szabalyozza ¢€s részt vesz a programozott sejthaladl (apoptdzis) szabalyozasaban is
(Fernandez és mtsai 2003).

A TP53 (tumor protein 53) egy masik jelentOs transzkripcids faktor, amelynek
mennyisége tumoros szovetekben gyakran csokkent. Mivel a TP53 a dontdéen tumor
szupresszor hatdsi miR-34a transzkripcigjat indukalja, a 7P53 hidnya nagy
valoszintiséggel Osszefiigg a csokkent miR-34a kifejezodésével, illetve a megndvekedett
sejtproliferacioval (He és mtsai 2007). A miR-34a kifejezodését egy TP53-t6] fiiggetlen
ut is befolyasolja: az ETS csaladhoz tartozo transzkripcios faktorrdl, az ELKI-rol
kimutattdk, hogy onkogének 4ltal indukélt Oregedésben serkenti a miR-34a
kifejezddését (Christoffersen és mtsai 2010).

A tumorképzddés szempontjabol fontos mikroRNS expresszidos zavarok
kialakulasdban kimagaslo jelentdsége van bizonyos mutacioknak, kromoszoma
eltéréseknek, metilaciés valtozasoknak, illetve a SNP-knek (single nucleotide
polymorphism, egy nukleotidot érintd polimorfizmus). (2. abra)

Tekintettel arra, hogy a mikroRNS és az mRNS 6sszekapcsolodasa a klasszikus
bazisparosodas szabdlyai szerint megy végbe, akar a mikroRNS-ben, akdr az azt
felismerd szekvencidban torténd genetikai valtozas (mutdcid) a mikroRNS hatésat
befolyasolhatja (Ryan és mtsai 2010). Az els6 mikroRNS gént érintd mutaciot egy
csaladi halmozddast mutato kronikus limfoid leukémia esetében irtak le, ahol a pri-miR-
16 szekvenciat befolyasoldo mutacio a tumor szupresszor hatas kiesése nyoman vezetett
daganatképzddéshez (Calin és mtsai 2005).

A SNP-k a muticiokhoz képest joval gyakrabban fordulnak eld
(hozzavetdlegesen a genom minden 1000. nukleotidjdban). A mikroRNS-ekben és a
célszekvenciaikban megjelend valtozdsok gyakran megjelennek a rosszindulata

daganatokban (Ryan és mtsai 2010) és befolyasolhatjdk azok kemoterapias szerekkel
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szembeni valaszkészségét is. Ezenkiviil a SNP-k a mikroRNS-ek biogenezisére is

hatassal vannak, illetve egy adott személy SNP profilja a mikroRNS expresszids profilt

is befolyésolhatja (Ryan és mtsai 2010).

A

sejtek citoplazmajaban a klasszikus mikroRNS-mRNS kapcsolodasan

keresztiil végbemend folyamaton tul, ujabb eredmények arra utalnak, hogy a

mikroRNS-ek egyéb alapvetd funkciokkal is rendelkeznek. A mikroRNS-ek a gének

transzkripcidjat kozvetleniil a sejtmagban befolyasolhatjak (Salmanidis €s mtsai 2014),

illetve egyéb epigenetikai utvonalakra (példaul kromatin remodelling, metilacio) is

hatassal vannak (Malumbres 2013).

Genom instabilitas

- kromoszoma torések és
atrendezodések

- metilacios valtozasok

- mutaciok és SNP-k

Onkogének fokozott, tumor
szupresszorok csokkent
kifejezodése

T

o~ mikroRNS

\

mikroRNS
deregulacio

N

remodellacio
Metilacio _
TranszKkripcio/

Kromatin

\Sejtmag /

2. abra: A mikroRNS-ek szabdlyozasi zavara és a daganatképzodés osszefiiggései

Y

Sejtszaporodas ‘.
Differencidlodas
Apoptézis '

Y

Tumornovekedés
Invazio
Attétképzodés

A fenti példakon keresztiil a génexpresszid szabalyozasdnak kiilonb6zo szereploi

kozotti komplex kolcsonhatasokat 1s szerettem volna bemutatni.

A sejtciklus

finomhangolasan kiviil alapvetd sejtszintli folyamatok épiilnek ezekre az interakciokra,

¢s a malignus folyamatokra ezen kifinomult kdlesonhatasok kisiklasa jellemzd.
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1.4 A Kkeringé mikroRNS-ek, lehetséges diagnosztikai jelentoségiik és élettani

funkcioik

A szoveti mikroRNS-ek mellett Gjabb adatok arra utalnak, hogy a mikroRNS-ek a
testfolyadékokban is jelen vannak. Az extracellularis térben talalhaté mikroRNS-ek
kimutatasa, vizsgalata, illetve potencialis biomarkerként torténd hasznélata napjainkban
intenziv kutatas targya.

Az egyik els6 kozlemény, amely keringd mikroRNS-ekkel foglalkozik Chim és
mtsai nevéhez flizédik. Ez a munkacsoport keringé mikroRNS-eket (miR-141, miR-149,
miR-299—-5p, miR-135b) mutatott ki terhes ndk szérumaban, melyeknek szintje a sziilést
kovetden lecsokkent (Chim és mtsai 2008). Késébb mikroRNS-ek jelenlétét figyelték
meg diffuz nagy B-sejtes limfoméaban szenvedd betegek szérumdban. Az egészséges
kontrollokhoz képest a miR-155, a miR-21 és a miR-210 szintjét talaltdk emelkedettnek
(Lawrie és mtsai 2008). Eldrehaladott prosztatardkban szenvedd betegek esetében a
keringd miR-141 magasabb szintjét tapasztaltdk, ezzel elsdként ramutatva arra, hogy a
keringé mikroRNS-ek malignus daganatok potencialis biomarkereiként szolgalhatnak
(Mitchell és mtsai 2008).

MikroRNS-ek jelenlétét mutattdk ki vérben, nyalban, anyatejben, spermdban,
vizeletben, illetve székletben is (Gilad és mtsai 2008, Reid és mtsai 2011).

A mikroRNS-ek alapvetden harom mechanizmus 1tjan keriilnek az
extracellularis térbe: (I) a kdrosodott szovetekbdl passziv uton gyulladas vagy nekrdzis
nyoman, illetve aktiv szekrécioval (II) membran vezikulumokba csomagolva
(exoszomak, mikrovezikulumok, apoptotikus testek) torténd aktiv transzport utjan,
valamint (III) makromolekuléaris komplexekben Argonaute (Ago) fehérjékhez vagy
high-density lipoprotein (HDL) partikulumokba torténd aktiv transzport utjan (Redis €s
mtsai 2012). Az extracellularis mikroRNS-ek stabilitdsdt a membranképletek
(mikrovezikulak, exoszomak), illetve makromolekularis komplexekek biztositjak. Ezek
a mikroRNS-ek kiilsd hatasokkal szemben (hd- és PH valtozasok, ribonukleaz enzim)
meglehetdsen stabilak (Gyorgy és mtsai 2011, Valadi és mtsai 2007).

A vérben keringd mikroRNS-ek minimdlisan invaziv biomarkerként torténd

felhasznéldsa szamos betegség esetében felmeriilt, beleértve a malignus tumorokat is
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(Allegra és mtsai 2012, Jarry és mtsai 2014), ugyanakkor a betegségek kialakulasaban,
potencidlis etiologiai tényezdként valdo esetleges szerepik egyelére nagyrészt

tisztazatlan.

Komoly kérdés, hogy a testfolyadékokban szereplé mikroRNS-ek csak melléktermékek-
e, vagy biologiai funkciojuk is van. A keringd mikroRNS-ek jelentékeny része
vérsejtekb6l  szdrmazik  (Pritchard ¢és mtsai  2012). Mindazonaltal még
melléktermékekként is komoly diagnosztikus jelentdségiik lehet. Tekintettel arra, hogy
a keringd mikroRNS-ek a szdvetekbdl szarmazva az eredeti szdvet génexpresszios

mintazatat jelzik, az un. liquid (folyadék) biopszia egyik f6 komponensét képezhetik.

A keringd mikroRNS-ek diagnosztikai alkalmazéasara szamos példa ismert. Ezek
koziil az AMI (Akut Myocardialis Infarktus) esetén a keringd miR-208a fokozott
kifejezddése fontos diagnosztikus hatdssal birhat, szintje az acut kardidlis eseményt
kovetd 4 oran beliil megemelkedett (Wang és mtsai 2010). A miR-499 fokozott
kifejezddését talaltdk AMI-ben, azonban iszkémids szivbetegségben a szintje nem
emelkedett (Adachi és mtsai 2010). Szignifikans Osszefiiggést igazoltak a keringd miR-
208b és miR-499 szintek és a szérum Troponin, illetve CK (Creatin kinaz) szintje kdzott
AMI-ban szenved?d betegek esetén (Corsten és mtsai 2010).

A keringd mikroRNS-ek a mellékvesekéreg daganatok korai, preoperativ
diagnoézisaban, mint minimalinvaziv biomarkerek johetnek szoba. A miR-483-5p
magasabb szintjét irtak le agressziv ACC esetén, amig a daganat nem agressziv
formdjadban alacsonyabb miR-195 szintet talaltak, ezzel felvetve azt, hogy ez a két
mikroRNS az ACC két formdjanak (agressziv és nem agressziv) elkiilonitésében
szerepet jatszhat (Chabre és mtsai 2013). Munkacsoportunk eredményei is tdmogatjak
eziranyu alkalmazasukat, a miR-100, a miR-181b, a miR-184 és a miR-210 fokozott
kifejez0dését igazoltuk ACC-ben szenvedd betegek plazméjaban (Szabd és mtsai 2014).
Patel és mtsai a miR-34a alacsonyabb szintjét allapitottdk meg (Patel és mtsai 2013),
mindazonaltal a fenti keringd mikroRNS-ek alacsony specificitasuk és szenzitivitasuk
miatt a klinikai gyakorlatban a malignitas elbirdlasara jelenleg még nem alkalmasak.

Feltételezve, hogy a keringd mikroRNS-ek bioldgiai jelentésége van, ezek
epigenetikai informéaciot kozvetité endokrin, illetve parakrin mediatoroknak tekinthetdk,

amennyiben a szekretald sejttdl tdvol esd sejtek génexpresszidjat képesek befolyasolni
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(Cortez és mtsai 2011). A membran vezikulumok képesek dathatolni a sejtek
membranjan, és megvaltoztathatjdk mas sejtek génexpresszids mintzatat (Redis és
mtsai 2012). A tumoros sejtek altal szecernalt mikroRNS-ek a tumor sejtjek kozotti
kommunikécidért lehetnek feleldsek, eldsegithetik az angiogenezist, a tumorinvaziot,
illetve a metasztazisképzést is (Taylor, Gercel-Taylor 2013, Ma ¢és mtsai 2012) (3.
abra). Az irodalomban elséként Valadi és mtsai kozolték, hogy a sejtek exoszémakon
keresztiil genetikai informaci6 atadasara lehetnek képesek (Valadi és mtsai 2007), azdta
ebben a targyban szamos kozlemény sziiletett (Kogure és mtsai 2011, Chiba és mtsai
2012).

A sejtek altal kibocsatott exoszémakban a mikroRNS-ek tavoli sejtekhez is

eljuthatnak, és azok mitkddését alapvetden kétféle modon befolyasolhatjak.

Tumorsejt Exoszoma Immunsejtek
Antitumor immunitas

Angiogenezis

Tumorképzodés

Invazio

Attétképzodés

mikroRNS makromolekularis
komplexekben (Ago, HDL)

3. abra: A daganatbol szarmazo mikroRNS-ek lehetséges korélettani jelentosége

Az egyik mechanizmus a klasszikus utat jelenti, a mikroRNS-ek célgénjeiken keresztiil
valtoztatjak azok kifejez0dését, példaul az emldrak sejtvonalak altal termelt miR-105
csokkenti a ZO-1 (zona occludens 1) gén kifejez6dését, amely a sejtadhézio

szabalyozasanak zavaran keresztiil a daganat attétképzodeését segiti eldé (Zhou €s mtsai
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2014). A masodik, eddig kevéssé feltérképezett ut egyfajta parakrin jelleget képvisel,
mivel ebben az esetben a tumorsejtek altal kivalasztott miR-21 és miR29a a kornyezd
immunsejtek TLRS (Toll-like receptor 8) receptorahoz kotédik, majd azokat aktivalva a

sejtekben olyan citokinek termelddését valtja ki, amelyek a malignus sejtek

A keringd mikroRNS-ek daganatképzodésben betoltott szerepe mellett felmeriil
az a kérdés is, hogy az egészséges egyénekben kimutathaté keringd mikroRNS-eknek
mi lehet az élettani szerepe. Munkam elsé részében az egészségesekben kimutathatod

keringd mikroRNS-ek esetleges daganatképzddést gatld aktivitasat elemeztem.

1.5 A hormonok hatasai a mikroRNS-ek kifejezédésére

A mikroRNS-ek kifejez6dését szabalyozo tényezdket kevéssé ismerjiik, és e tekintetben
kiilon kérdésként meriil fel a hormonok esetleges szerepe a mikroRNS-ek
kifejezddésének szabdlyozasaban.

A mikroRNS-ek szerepe a szteroidhormon-termeld sejtekben és szovetekben
még nem teljesen tisztazott. A legtobb kozlemény a petefészek granulosa sejtjeiben
torténd szteroidfliggd folyamatokkal foglalkozik (Fiedler és mtsai 2008, Sirotkin és
mtsai 2009, Yao és mtsai 2010, Zhang és mtsai 2013). Egér petefészek granulosa
sejtekben hCG (human choriogonadotropin) adéasa el6tt, illetve utdn vizsgaltdk a
mikroRNS mintdzatot. A vizsgalt 212 mikroRNS koziil a miR-132 és a miR-212
magasabb expressziojat figyelték meg hCG adasat kovetden, az irodalomban elséként
bizonyitva, hogy a petefészek granulosa sejtjeiben hormonindukciora (hCG) mikroRNS
expresszios valtozasok torténnek (Fiedler és mtsai 2008).

Késébb patkany granulosa sejtkultiran végzett vizsgalatokkal 31 olyan
mikroRNS-t azonositottak, amelyeknek a kifejez0dése FSH medidlt progeszteron
szekrécio soran megvaltozott (Yao és mtsai 2010).

Szintén allatkisérletes modellben mutattdk ki, hogy a szteroidszintézis
koleszterin-szubsztratjat szallit6 SR-BI (scavenger receptor class B, type I) két

mikroRNS (miR-125a, miR-455) szabalyozésa alatt all (Hu és mtsai 2012). Ugyanez a
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munkacsoport ACTH-val (adrenokortikotropin), 17a-E2-vel (0sztradiol) ¢és
Dexametazonnal kezelt patkdnyok mellékveséjének vizsgdlata sordn a kontroll
(hormonnal nem kezelt) csoportéhoz képest bizonyos mikroRNS-ek megvaltozott
kifejezodését irtra le. ACTH hatasara a miR-212, a miR-182, a miR-183, a miR-132 ¢és a
miR-96 magasabb, mig a miR-466b, a miR-214, a miR-503 és a miR-27a alacsonyabb
kifejezddést mutatott. 17a-E2 kezelés hatdsara a miR-212, a miR-183, a miR-182, a miR-
132, a miR-370, a miR-377 ¢és a miR-96 magasabb, ezzel szemben a miR-125b, a miR-
200b, a miR-122, a miR-466b, a miR-138, a miR-214, a miR-503 és a miR27a
alacsonyabb kifejez0dését tapasztaltadk. A Dexametazon kezelés csokkentette a miR-
200b, a miR-122, a miR-19a, a miR-466b ¢s a miRNA27a szintjét, azonban a miR-183
szintje emelkedett (Hu és mtsai 2013).

Policisztads ovarium szindroméaban (PCOS-ben), illetve obesitas-ban is végeztek
vizsgélatokat: a keringd miR-21, miR-27b, miR-103 ¢és miR-155 kifejez6dését
vizsgaltak. Obesitasban a miR-21, a miR-27b és a miR-103 szintjét szignifikansan
alacsonyabbnak taldltak, ugyanakkor PCOS esetén ezek a mikroRNS-ek magasabb
koncentracioban voltak kimutathatok (Murri és mtsai 2013).

Egér mellékvesében in vivo vizsgédltdk az ACTH stimuldacidé mikroRNS
mintdzatra gyakorolt hatasat. Négy olyan mikroRNS-t talaltak (miR-96, miR-101a, miR-
142-3p, miR-433), amelyek ACTH stimulaci6 hatasara fokozott kifejez0dést mutattak,
ezzel parhuzamosan a gliikokortikoid receptor (nuclear receptor subfamily 3, group C,
member 1 - Nr3cl) szintjének emelkedése is kimutathaté volt (Riester és mtsai 2012).

Tekintettel arra, hogy a mellékvesetumorok kivizsgaldsaban a Dexametazon
szuppresszios teszt és az ACTH stimulacios teszt széles korben hasznélatosak, felmertil
a kérdés, hogy ezen tesztek soran a keringd mikroRNS-ek szintjében milyen valtozas all
be, kiilonds tekintettel a malignus folyamatok elkiilonitésére javasolt biomarkerek
szintjére. Munkam masodik részében a Dexametazon és ACTH a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvesekéreg tengely miikodésében szerepet jatszo keringd mikroRNS-ek
kifejezddésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk in vivo emberben, tudomasunk szerint a

vilagon eldszor.
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2. CELKITUZESEK

PhD munkdm sordan a keringd mikroRNS-ek lehetséges diagnosztikai €s bioldgiai
szerepét vizsgaltam. Elsé 1épésben az egészséges egyénekben jelenlevd keringd
mikroRNS poolt térképeztem fel, mig a munkdm masodik részében arra kerestem a
valaszt, hogy a laboratoriumi diagnosztikaban rutinszeriien alkalmazott vizsgalatok
koziil a hormonstimulaciés tesztek befolyasolhatjdk-e egy konkrét betegség esetében

kimutathat6 keringd mikroRNS-ek szintjét.

Két célkitlizést fogalmaztam meg:

1. Egészséges egyének keringd mikroRNS kifejezddési mintdzatanak elemzése
soran bioinformatikai ¢és irodalmi eredmények felhasznalasaval arra
kerestem a valaszt, hogy a keringd tumor szupresszor mikroRNS-eknek

lehet-e tumor feliigyeleti (tumor surveillance) aktivitasa

2. Keringé mikroRNS-ek kifejezddését befolyasoljak-e a klinikai gyakorlatban
alkalmazott, a  hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg  tengelyt
befolydsold hormontesztek (Dexametazon szuppresszid6 ¢és ACTH-
stimulacid)? Ezek kozott a mellékvesekéreg-carcinoma diagndzisaban
igéretes keringd mikroRNS-ek kifejezddését is vizsgaltuk, hiszen esetleges

valtozasuk hormonhatasokra alkalmazasuk gatja lehetne.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Egészséges egyének keringé mikroRNS mintazatanak bioinformatikai elemzése

Metaanalizis keretében a Gene Expression Omnibus adatbazisbol (GEO, www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo) 5 adatdllomanyt toltottink le (GSE25609, GSES53179,
GSE39833, GSE41922 ¢és GSE50867) 0Osszesen 61 egészséges egyeén keringd
mikroRNS expresszids adataival.

A mikroRNS-eket kifejezddési értékiik alapjan rangsoroltuk és a 20
legmagasabb kifejez0dést mutatdt, a 20.-hoz viszonyitva fejeztiik ki. Az adatok
feldolgozasat ¢és elemzését sajat JAVA programnyelvben kifejlesztett programokkal
végeztiik. A mikroRNS-ek klinikai jelentéségeihez a PubMed adatbazisbdl szarmazoé

adatokat is elemeztiink (www.pubmed.org).
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3.2 Betegek és hormonvizsgalatok

A Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinik4jan 10 hirzutizmus, hipertonia,
illetve mellékvesekéreg incidentaloma miatt vizsgalt betegeknél Cushing kor gyanuja
miatt végeztiink kis doézisu (1 mg) egy éjszakds (overnight) Dexametazon szuppresszios
tesztet.

Masik 10 betegnél mellékvesekéreg elégtelenség (Addison kor), illetve
kongenitélis adrenalis hiperplazia (21-hidroxildz defektus) gyanuja miatt ACTH
stimulacids tesztet végeztliink, 250 mikrogramm tetracosactide (Cosyntropin, Sandoz
Inc.) addsaval. Ezen betegek gyengeség, szekunder oligomenorrhea, infertilitas vagy
hirzutizmus miatt keriiltek vizsgalatra.

Az ¢homi kortizolszint meghatarozasara reggel 07:00 és 09:00 ora kozott
vérvételre keriilt sor. A Dexametazont betegeink este 11:00 o6rakor vették be, az azt
kovetd reggel 07:00 és 09:00 ora kozott keriilt sor az ijabb vérvételre.

A 250 mikrogramm tetracosactide bevételét kovetden 1 oraval keriilt sor vérvételre. A
vizsgalatok eredményei alapjan a hypothalamus-hypohysis-mellékvese tengely

funkcionalis zavara mind a hasz esetben kizarhato volt.

A vizsgalat elvégzését az ETT-TUKEB engedélyezte (engedélyszam: 499/2013).

A betegek adatait az 1. tablazat tartalmazza.
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A. Dexametazon teszt

Beteg | Nem | Eletkor | Betegség/a vizsgalat | Kiindulasi plazma | kortizol (pg/dl) 1 mg
N° FIN (év) indikacioja kortizol (ng/dl) Dex adasat kovetéen
1 N 73 obezitas 12,6 1,6
2 N 30 obezitas, hirzutizmus 19,5 0,5
3 F 65 obezitas 10,7 0,9
4 F 45 hipertonia 17,4 0.9
5 N 61 obezitas, hipertonia 9.4 1,6
6 N 68 mellékvesekéreg 13,5 1,8
incidentaléma
7 F 65 mellékvesekéreg 25,6 1,7
incidentaloma
8 F 68 mellékvesekéreg 19,4 1,7
incidentaloma
9 F 59 mellékvesekéreg 17,6 1,8
incidentaloma
10 N 20 obezitas 20,0 1,3
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B. Tetracosactid-teszt

Beteg Nem | Eletkor | Betegség/a vizsgalat Kiindulasi Kortizol
szama FIN (év) indikacioja plazma 250 pg tetracosactid
kortizol utan (pg/dl)
(ng/dl)
1 N 30 sec. amenorrhoea 14,4 35,8
2 N 46 mellékvesekéreg 6,6 20,7
elégtelenség gyantija
3 N 36 gyenges¢eg 13,4 314
4 N 23 raromenorrhoea 16,3 33,9
5 N 36 infertilitas 7,2 29,5
6 N 37 sec. amenorrhoea 14,2 35,4
7 N 34 raromenorrhoea 26,0 35,7
8 N 23 hirzutizmus 16,0 32,3
9 F 60 mellékvesekéreg 15,4 28,0
elégtelenség gyanuja
10 N 23 infertilitas 11,0 34,4

25




DOI:10.14753/SE.2016.1885

3.3 RNS izolalas a plazmamintakbol

EDTA-val alvadasgatolt vérmintakat gyljtottiink, ezt lecentrifugaltunk (3000 rpm, 20
percig, 4 °C-on) majd a plazmat kiilon csébe gytjtve folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, és tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A plazma felolvasztasat
kovetden spike-in kontrollként 5 pl 5 nM Syn-cel-mir-39 miScript miRNA Mimic
(Applied Biosciences) kerlilt hozzaadasra, illetve az RNS oszlop kotés-hatékonysaganak
novelése céljabol 2 ul glikogént (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA),
majd 200 pl kloroformot adtunk az oldathoz. Alapos dsszekeverést kovetden az oldatot
3 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Centrifugalast kdvetden a felsé vizoldékony
réteget gylijtécsdbe pipettaztuk és 900 pl 100%-o0s etanolt adtunk hozza.

Az igy keletkezett oldatot RNeasy Mini spin oszlopokra vittiik és eléirds szerint
tisztitottuk (Qiagen GmBH, Hilden, Németorszag). A végleges RNS oldat térfogata 32
rel tortént (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) minden mintéban, az
RNS mennyiségét és mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech. Inc., Santa
Clara, CA, USA) segitségével hatdroztuk meg (Eukaryote RNA Pico Chip). Az RNS-t
tovabbi hasznalatig -80 °C fokon taroltuk.
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3.4 Kvantitativ valos idejii reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio (RT-

qPCR)

A RT-qPCR vizsgélatokhoz elsd 1épésben 10 ng teljes RNS-b6l TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével a
gyartd altal megadott protokollnak megfeleléen 15 upl végtérfogatban cDNS-t
szintetizaltunk. A ciklusok a kovetkezdk voltak: 30 perc 16 °C, 30 perc 42 °C, 5 perc 85
°C, majd htités 4 °C —ra.

A kovetkezd 1épésben a qRT-PCR reakciot TagMan Fast Universal PCR Master
Mix (2x) (Applied Biosystems) felhasznalasaval, 20 pl végtérfogatban allitottuk 6ssze a
gyarto altal adott eldirasoknak megfelelden. A héprogram a kdvetkezd volt: 50 °C — 2
perc, enzimaktivalas 95 °C - 10 perc, 40 PCR ciklus tortént, denaturalas 95 °C — 15
masodperc, majd 60 °C - 60 masodperc. A mintékat 96-lyuku plate-n, 7500 Fast Real-
Time PCR System késziiléken amplifikaltuk az eléirt hémérsékletértékek és
id6tartamok mellett. Minden minta esetén harom parhuzamos mérést végeztiink.

A kovetkez0, specifikus primereket €s probakat tartalmazo assay-ket hasznaltuk:
hsa-miR-27a (000408), hsa-miR-200b (002251), hsa-miR-214 (002306), hsa-miR-483-
S5p (002338), hsa-miR-503 (001048), referenciaként/belsé kontrollként a cel-miR-39-¢
(000200) hasznaltuk (Mitchell és mtsai 2008).
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3.5 Sejtvonal és in vitro kezelések, molekularis vizsgalatok

Az NCI-H295R mellékvesekéreg carcinoma sejtvonalat az American Tissue Type
Culture Collection-bdl szereztik be és DMEM tapfolyadékban tenyésztettik. A
hormonmentes magzati marhaszérumot (hormone-free fetal bovine serum, FBS) a
kovetkezOk szerint készitettiik eld: 0,1 gramm dextrannal bevont szént (C6241, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) adtunk 6 ml FBS-hez, majd 4 °C fokon inkubaltuk 24 6ran
keresztiil. Ezt kovetden az oldatot 10 percen keresztiil centrifugaltuk 3000g-vel, majd a
feliilaszot 0.22 mikronos filteren keresztiil szirtiik at. Ezt kovet6en 2.5 %-0s
hormonmentes FBS hasznalataval a sejteket 6 lyuka lemezeken tilepitettiik.

A kovetkezd napon 24 6ras széruméheztetéssel szinkronizaltuk a sejteket, majd
ismét 24 6ra mulva 2,5 %-os hormonmentes FBS-t adtunk 100 nM Dexametazon (DEX)
jelenlétében. 8 oras inkubdaciot kdvetden a sejteket és a feliiluszot kinyertiik, majd a
teljes RNS-t miRNeasy Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) felhasznalataval
izolaltuk. A Dexametazon kezelést négy alkalommal megismételtiik.

A teljes RNS-t a sejtekb6l és a tenyésztéfolyadékbol miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) segitségével vontuk ki a gyartd eldirdsainak megfeleléen a munkacsoport
korabbi munkdjanak megfeleld6 modositasokkal (Butz és mtsai 2011). Az RNS
Scientific Inc.). A RIN szamokat Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech. Inc., Santa
Clara, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. Az RNS-t felhasznalasig —80°C-on
taroltuk. A valos idejii PCR reakciot Tagman miRNA Assays-k (Applied Biosystems)
felhasznalasaval végeztiik specifikus primerekkel. Az RT-qPCR reakcid paraméteri a
plazmén végzett vizsgalatokéval megegyeznek (hsa-miR-27a (000408). Referencia
mikroRNS-ként itt is a cel-miR-39 (000200) szolgélt (Mitchell és mtsai 2008).
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3.6 Statisztikai modszerek

A szignifikans kifejez6dést mutatdé mikroRNS-ek azonositasdhoz a Shapiro-Wilks
normalitds teszt eredményétdl fliggden Student vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk
munkacsoportunk kordbbi munkdjanak statisztikai elemzését kdvetve (Szabo €s mtsai
2014). Szignifikancia hatart p<0.05-ben huztuk meg. Az expresszios adatokat a ACt-vel
jellemeztiik, ahol a magasabb ACt alacsonyabb, mig az alacsonyabb ACt fokozott
kifejezddést jelent. Az RT-qPCR adatok statisztikai elemzését Statistica 7.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1 Egészségesek mikroRNS-profiljanak vizsgalata

Kutatdsunk sordn az egészséges egyének vérmintdiban leggyakrabban el6forduld
mikroRNS-ek in silico analizisét végeztiik el. Metaanalizis keretében a Gene Expression
Omnibus adatbazisbol (GEO, www. ncbi.nlm.nih.gov/geo) 5 adatallomanyt toltottiink le
(GSE25609, GSE53179, GSE39833, GSE41922 ¢s GSE50867) 0sszesen 61 egészséges
egyén keringd mikroRNS expresszids adataival. A fenti 6t tanulmanybol négy éazsiai
népesség adatait tartalmazza. A mikroRNS-eket kifejezodési értékiik alapjan
rangsoroltuk és a 20 legmagasabb kifejezodést mutatdt, a 20.-hoz viszonyitva fejeztiik
ki. A vizsgélt 6t kutatasbol négy esetben a hsa-miR-451 emelhetdé ki (59-szeres
emelkedés) (2. Tablazat). Emellett szakirodalmi adatokat tanulményoztunk.

Egészséges egyének keringd mikroRNS profiljanak vizsgélata soran a korabban
részletezett adatok felhasznalasdval szérum és plazma mintdkban tobb mint 270
mikroRNS-t észleltek. Ezen mikroRNS-ek kifejezddése a kiilonbozd vizsgalatokban
meglehetds kiilonbséget mutatott (Reid és mtsai 2011). A kiilonb6zd kutatdcsoportok
,nyers” eredményeit 0sszehasonlitva néhany mikroRNS-rél egyértelmiien kimondhatd,
hogy az atlagosnal nagyobb mértékben fejezdédnek ki (Reid €s mtsai 2011).

A szakirodalomban és sajat bioinformatikai vizsgéalatunkban a vérben a 20
legmagasabb kifejez0désti mikroRNS-t elemeztiik, kifejez0désiik mértékét a 20.
legmagasabb kifejez0dést mutatd mikroRNS-hez viszonyitottuk, Reid és mtsai
megkozelitését kovetve (Reid €s mtsai 2011). Egy 6nkényes hatarvonalat felhasznalva
(a rangsorban 20. leggyakoribb mikroRNS-hez viszonyitott legalabb 10-szeres
kifejezddés) a szakirodalomban ko6z6lt mikroRNS-ek kozil a hsa-miR-451 (106-szor
magasabb kifejezddés a rangsorbeli 20.-hoz képest) (Chen és mtsai 2008), a hsa-miR-
223 (11-338-szoros) (Mitchell és mtsai 2008, Hunter és mtsai 2008), a hsa-miR-16 (11-
20-szoros) (Chen és mtsai 2008, Hunter és mtsai 2008) és a hsa-let-7f (16-szoros)
(Mitchell és mtsai 2008) érdemelnek kiilon figyelmet.
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A Weber és mtsai altal kozolt tanulmanyban a harom legmagasabban rangsorolt
mikroRNS koziil kettd, a Asa-miR-335 és a hsa-miR-377 (Weber és mtsai 2010) szintén
emlitésre érdemesek, azonban a kiilonb6z6 plazma mikroRNS-ek relativ tulsulya ebben
a tanulméanyban nem szerepel.

A hsa-miR-223 és a hsa-miR-16 hdrom tanulmanyban szerepel Ggy, mint a két
leggyakrabban el6forduld mikroRNS. Még két tovabbi mikroRNS érdemel emlitést: a
hsa-miR-486-5p, amely harom fiiggetlen tanulmanyban szerepel (28,8-szoros
kifejezodéssel), €s a hsa-miR-923, amely egy tanulmdnyban, csaknem 200-szoros
kifejez6dést mutatott.

A fenti mikroRNS-ek onkogén-tumor szupresszor funkcidit elemezve egy
hipotézist allitottunk fel a keringd mikroRNS-ek lehetséges tumor feliigyeleti hatasaval

kapcsolatban.
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2. Tablazat. Az egészséges egyének vérmintaiban megtalalhato 20 leggyakrabban el6fordulo mikroRNS, S tanulmany 61 mintaja

GSE25609 (n=20)

GSES53179 (n=5)

GSE39833 (n=10)

GSE41922 (n=22)

GSE50867 (n=4)

mikroRNS -szeres® | mikroRNS -szeres* | mikroRNS -szeres* | mikroRNS -szeres® | mikroRNS -szeres®

hsa-miR-544 5,20 | hsa-miR-451 59,10 | hsa-miR-923 199,43 | hsa-miR-302a 2,56 | hsa-miR-451 1,47
hsa-miR-451 2,24 | hsa-miR-486-5p 28,80 | hsa-miR-451 36,33 | hsa-miR-145 2,31 | hsa-miR-16 1,28
hsa-miR-302d 2,14 | hsa-miR-223-3p 11,12 | hsa-miR-1202 12,52 | hsa-miR-551a 1,56 | hsa-miR-486-5p 1,23
hsa-miR-504 2,06 | hsa-miR-15b-5p 8,88 | hsa-miR-1225-5p 5,15 | hsa-miR-582-5p 1,50 | hsa-miR-19b 1,18
hsa-miR-486-5p 2,02 | hsa-miR-92a-3p 8,40 | hsa-miR-671-5p 4,0 | hsa-miR-181¢ 1,39 | hsa-miR-92a 1,14
hsa-miR-550 1,93 | hsa-miR-25-3p 5,77 | hsa-miR-652 1,78 | hsa-miR-338-3p 1,23 | hsa-miR-638 1,12
hsa-let-7a 1,65 | hsa-let-7a-5p 3,11 | hsa-miR-324-3p 1,68 | hsa-miR-142-5p 1,23 | hsa-miR-22 1,11
hsa-miR-221 1,65 | hsa-miR-140-3p 2,38 | hsa-miR-144 1,62 | hsa-miR-122 1,18 | hsa-miR-1225-5p 1,11
hsa-miR-622 1,45 | hsa-miR-107 2,03 | hsa-miR-1268 1,42 | hsa-miR-26b 1,17 | hsa-miR-720 1,09
hsa-miR-223 1,45 | hsa-miR-185-5p 2,01 | hsa-miR-320d 1,25 | hsa-miR-29a 1,16 | hsa-miR-21 1,08
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hsa-miR-380 1,36 | hsa-miR-30c-5p 1,90 | hsa-miR-16 1,23 | hsa-miR-1537 1,16 | hsa-miR-1207-5p 1,06
hsa-miR-202 1,28 | hsa-miR-425-5p 1,70 | hsa-miR-142-3p 1,21 | hsa-miR-199a-5p 1,12 | hsa-miR-1915 1,05
hsa-miR-20a 1,18 | hsa-miR-22-3p 1,56 | hsa-miR-1287 1,21 | hsa-miR-769-5p 1,11 | hsa-miR-320c 1,04
hsa-miR-122 1,17 | hsa-let-7f-5p 1,40 | hsa-miR-1246 1,19 | hsa-let-71 1,11 | hsa-miR-1202 1,04
hsa-let-7g 1,12 | hsa-miR-103a-3p 1,33 | hsa-miR-223 1,14 | hsa-miR-223 1,11 | hsa-miR-20a 1,02
hsa-miR-150 1,10 | hsa-miR-19b-3p 1,30 | hsa-miR-188-5p 1,14 | hsa-miR-409-3p 1,10 | hsa-miR-25 1,01
hsa-miR-551a 1,02 | hsa-let-7b-5p 1,13 | hsa-miR-513a-5p 1,12 | hsa-miR-21 1,01 | hsa-miR-15a 1,01
hsa-miR-25 1,00 | hsa-miR-15a-5p 1,04 | hsa-miR-760 1,07 | hsa-miR-130b 1,00 | hsa-miR-106b 1,01
hsa-miR-623 1,00 | hsa-miR-320d 1,00 | hsa-miR-720 1,00 | hsa-miR-20a* 1,00 | hsa-miR-19a 1,00

Az expresszios eredmények a Gene Expression Omnibus adatbazisbol keriiltek letdltésre (GSE25609, GSES53179, GSE39833, GSE41922,

GSE50867). A mikroRNS-ek a kifejezddési értékeik alapjan vannak rangsorolva. A tablazat az emlitett tanulméanyok top 20 mikroRNS-ét

tartalmazza.

*. Az értekek a 20. legmagasabb kifejez6dést mutato mikroRNS expresszios szintjéhez képest lettek szadmitva (-szeres). Az adatok

elemzésére sajat JAVA programnyelven fejlesztett programot hasznaltunk. A vastagon szedett mikroRNS-ek relativ talsulya figyelhetd
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meg harom fliggetlen tanulményban. (A -3p-vel és -5p-vel jelzett mikroRNS-ek ugyanarr6l a mikroRNS génrdl atirdédott prekurzor
mikroRNS két karjat jelzik.)
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4.2 Kering6é mikroRNS-ek valtozasa a Dexametazon és ACTH-tesztek soran

Az RNS izolalas soran nyert minta vizsgalatakor a mért RNS integritasi szam (RNA
Integrity Number = RIN) — hasonldan a vérbdl torténd RNS izolalasarol kozolt irodalmi

eredményekhez - alacsonynak bizonyult (2.0 koriil) (Kim és mtsai 2014).

Kutatasunk soran a kivalasztott 6t mikroRNS koziil minddssze egy esetében (hsa-miR-
27a) tapasztaltuk azt, hogy kifejezddése Dexametazon, illetve Tetracosactide hatasara
szignifikansan valtozik. A Dexametazon és a Tetracosactide kezelések hatasara a hsa-
miR-27a kifejezodésében ugyanakkor ellentétes valtozast tapasztaltunk: amig a
Dexametazon hatasara annak plazmaszintje nott (1,38-szorosra), Tetracosactide hatdsara
csokkent kifejez0dést tapasztaltunk (0,26-szorosra) (4-5. abra). A hsa-miR-503
kifejezddése a plazmaban a méréshatarnal alacsonyabbnak bizonyult, igy a tovabbi

analizisét6] eltekintettiink.
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4. abra: A vizsgalt mikroRNS-ek kifejezodésének valtozdsai Dexametazon
hatdasara. A Dexametazon noveli a hsa-miR-27a kifejezodését. A ACt

dabrazolasa miatt a csokkenés novekedést jelent, és forditva.

Nem taldltunk 0sszefiiggést a keringd mikroRNS-ek szintje €s a kortizolszintek

kozott sem a Dexametazonnal, sem a Tetracosactide-dal kezelt csoportban.

25 7 O ACTHadasa elétt
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hsa-miR-27a hsa-miR-200b hsa-miR-214 hsa-miR-483-5p

5. dbra: A vizsgdlt mikroRNS-ek kifejezodésének valtozasai ACTH
hatasara. Az ACTH csokkenti a hsa-miR-27a kifejezodését. A ACt

abrazoldsa miatt a csokkenés novekedést jelent, és forditva.

Annak meger0Ositésére, hogy a hsa-miR-27a keringésben igazolt valtozasa
esetlegesen mellékvesekéreg eredetli, in vitro kisérleteket végeztiink human

mellékvesekéreg NCI-H295R sejtvonalon. A RIN szamok ebben az esetben 9.0 és 10.0
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kozott mozogtak. Dexametazon kezelést kdvetden szignifikansan nétt a szekretalt Asa-
miR-27a kifejezédése a NCI-H295R sejtek tenyésztéfolyadékaban. A Dexametazon
hatasara az NCI-H295R sejtekben az intracellularis hsa-miR-27a kifejezddése is nott,
ugyanakkor ennek mértéke statisztikailag nem volt szignifikans. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a NCI-H295R sejtek kivalasztjak a hsa-miR-27a-t és a kivalasztott

hsa-miR-27a kifejezddése Dexametazon hatdsara né (6. abra).

ACt

30 -
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20 -
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10 -

Kontroll DEX adasa utan

6. abra: A szekretalt hsa-miR-27a kifejezodése no Dexametazon hatdsdra in

vitro az NCI-H295R sejtvonalon.
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5. MEGBESZELES

5.1 Az egészséges egyénekben kimutathaté keringd mikroRNS-ek lehetséges
szerepe. A tumor szupresszor mikroRNS-ek relativ tulsulya a keringo
mikroRNS-ek kozott és egy j hipotézis — keringé mikroRNS-ek, mint a

tumorképzodés gatléi? (tumor surveillance?)

Munkdm sordn elemeztem a keringésben jelenlevd mikroRNS-eket sajat in silico
vizsgalatok és a szakirodalmi adatok tanulmanyozdsa révén. Elemzéseink szerint a
legmagasabb expressziot mutatd mikroRNS-ek koziil szamos elsdsorban tumor
szupresszorként funkcional. Az egyik legismertebb tumor szupresszor mikroRNS-t, a
hsa-miR-16-t eredetileg kronikus limfoid leukémidban irtdk le (Ageilan és mtsai 2010).
A hsa-miR-16 egyike a leggyakrabban hasznalt referencia mikroRNS-eknek a keringd
mikroRNS kutatdsok soran (Szabo és mtsai 2014), mivel viszonylag magas ¢€s stabil
kifejezodést mutat a vérben. A mikroRNS-ek /Zsa-let-7 csaladjat elsésorban tumor
szupresszor aktivitdssal rendelkez6 mikroRNS-eknek tartjdk szamon; példaul
tiidérakban is ez az egyik legrelevansabb mikroRNS csalad (Boyerinas és mtsai 2010).

A hsa-let-7f mellett — amelyrdl kimutattdk, hogy a tobbi mikroRNS-hez képest
feltilreprezentalt a plazmaban (Mitchell és mtsai 2008) — a hsa-let-7 csalad mas tagjairol
mint a hsa-let-7a-rol, illetve a hsa-let-7g-r6l szintén kimutattdk, hogy magasabb
koncentracioban vannak jelen a keringésben (Chen és mtsai 2008).

Sajat in silico vizsgalataink (2. tablazat) is megerdsitették azt, hogy a let-7
csaladhoz tartoz6 mikroRNS-ek a 20 leggyakrabban eléfordulé mikroRNS ko6zott (hsa-
let-7a, hsa-let-7b, hsa-let-7f, hsa-let-7g, hsa-let7i) fordulnak el egészséges egyének
plazmajaban.

A tovabbi mikroRNS-ek koziil a hsa-miR-451-10l1 leirtdk, hogy kinai egyének
vérében magasabb koncentracidoban van jelen (Chen és mtsai 2008), illetve az in silico
vizsgélatot kozl6 Ot tanulmany koziil négyben azt tapasztaltak, hogy kiilonb6zd

tumorszovetekben (glioma, kolorektdlis rdk, liposzarkéma, oszteoszarkoma)
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alacsonyabb koncentracidoban van jelen, amely tumor szupresszor aktivitasra utal (Liu
¢és mtsai 2014, Godlewski és mtsai 2010, Bitarte és mtsai 2011, Namlos és mtsai 2012,
Gits és mtsai 2014, Xu és mtsai 2013)

A masik olyan keringd mikroRNS, amely a tobbihez képest feliilreprezentalt volt
a hsa-miR-223, amely hematoldgiai €és szolid tumorok esetében is szerepet jatszhat a
karcinogenezisben €s a tumorfajtatol fliggéen, mind onkogén, mind tumor szupresszor
aktvivitassal rendelkezik (Haneklaus és mtsai 2013). Tiidorak sejtvonal vizsgalata soran
a hsa-miR-223 erbteljes tumor szupresszor aktivitasardl szamoltak be (Nian és mtsai
2013, Glasgow ¢s mtsai 2013).

A Tanaka és mtsai éltal legelsonek/legmagasabb kifejez6désiinek rangsorolt
hsa-miR-638 (Tanaka és mtsai 2009) gyomorrakban mutat tumor szupresszor aktivitast
(Zhao ¢és mtsai 2014).
miR-335 antitumoralis aktivitdsat szamos tumorfajtdban kifejti, tobbek kozott a
kolorektalis rdk (Sun és mtsai 2014), a gyomorrdk (Li és mtsai 2014), petefészekrak
(Cao ¢és mtsai 2013) és oszteoszarkoma esetében (Wang és mtsai 2013). A Weber és
mtsai altal kozolt harmadik leggyakoribb Asa-miR-377 metasztatizald prosztatardkban
tumor szupresszor aktivitassal rendelkezik (Formosa és mtsai 2013). Az ugyanezen
munkacsoport altal méasodik leggyakrabban eléfordulénak mindsitett hsa-miR-325-r6l
onkogenitas szempontjabdl relevans adatok nem allnak rendelkezésre.

A sajat in silico vizsgalatunk soran talalt tovabbi két mikroRNS szintén tumor
szupresszor aktivitassal bir: a hsa-miR-486-5p emlOrdkban (Tahiri és mtsai 2014) és
tiidérakban (Wang ¢és mtsai 2014); a hsa-miR-923 pedig kronikus limfoid leukémidban
(Zhu és mtsai 2012).

Megjegyezziik ugyanakkor azt is, hogy a leggyakrabban el6fordulé mikroRNS-
ek kozott onkogén tulajdonsaggal rendelkezd mikroRNS-ek is megtalalhatok, példaul a
hsa-miR-21 (Hongés mtsai 2013), amelynek 9-szer magasabb a kifejezddése, mint a 20.
leggyakoribb mikroRNS-nek Mitchell és mtsai tanulmanyaban (Mitchell és mtsai 2008),
¢és a vizsgalatba bevont 6t tanulméanybdl harom esetben a 20 leggyakrabban eléforduld
mikroRNS koz¢ tartozik a sajat in silico vizsgéalatunkban.

Fontos még megjegyezni, hogy a mikroRNS-ek tobbségéhez hasonlatosan, a

viszonylag gyakrabban eléfordulé mikroRNS-ekre szamos esetben Janus arcu mitkddés
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jellemzd: az adott szoveti kontextustol fiiggéen akar tumor szupresszor, akar onkogén
potenciallal rendelkezhetnek.

Mindazonaltal a leggyakrabban kifejez6d6 keringd mikroRNS-ek predominans
tumor szupresszor aktivitdsa érdekes kérdéseket vet fel. Lehetséges, hogy ezek a
mikroRNS-ek a sejtek malignus atalakulasat gatoljak? A tumor szupresszor mikroRNS-
eket tartalmazd membranvezikuldk (exoszoméak, mikrovezikuldk) a malignusan
transzformalodo sejtek membranjan atlépve, az adott sejtek olyan génjeit veszik célba,
is csokkent proliferacidohoz, a sejtciklus leallasahoz, illetve az apoptdzis beindulasahoz
vezethet.

Egészséges szervezetben is gyakran keletkeznek malignus sejtek, és ezeket a
sejteket a szervezet immunrendszere elpusztitja (tumor surveillance, illetve Gjabb angol
szakkifejezéssel ¢lve cancer immune surveillance, illetve cancer immunoediting) (Dunn
és mtsai 2002). Az immunrendszer tumorellenes aktivitdsa meglehetdsen flexibilis és
gyors valaszkészséggel rendelkezik ahhoz, hogy a szervezetre potencidlisan kdaros
sejteket el tudja tavolitani (Hamai és mtsai 2010).

Lehetséges, hogy a keringd mikroRNS-ek az epigenetikai informécio
mikroRNS-ek allando védelmet jelenthetnek a sejtek malignus atalakulasaval szemben
(7. abra).

A szoveti mikroRNS-ek diszregulacidja a tumorképzddés korai 1épésének szdmit
a tumor szupresszor aktivitassal bir6 mikroRNS-ek szintjének szignifikans csokkenése
utjan) szintén szerepet jatszhat a tumorképzddésben. A keringd mikroRNS-ek altal
kozvetitett tumor szupresszor epigenetikai informacid Gjraprogramozhatja a sziiletdben
1évé tumorsejteket, még a malignus transzformacié kezdeti szakaszdban azok
tumorképzddést.

A tumorképzddés mikroRNS-ek utjan torténd folyamatos gatlasa az
immunvalasszal parhuzamosan torténhet. Tekintettel arra, hogy a genetikai valtozasok
a fehérje expressziotol fiiggd immunvalasznal joval kordbban bekdvetkeznek, a

tumorképzddés gatlasdnak mikroRNS-ek Utjan bekdvetkezd epigenetikai utja
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megeldzheti, és egyben tdmogathatja is az immunrendszer tumor feliigyeletét (cancer

surveillance).

Transzformal6dé sejt mRNS

kapillaris kozelében . 4/// Génexpresszié
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7. abra: Hipotézisiink alapjan a mikroRNS-ek dltal kozvetitett ,,tumor surveillance’

sematikus bemutatdsa

Mindenesetre a rakos betegekbdl ¢és egészséges egyénekbdl szdrmazod
mikroRNS-ek célpontjainak azonositdsa és kutatdsa hozzdjarulhat a mikroRNS-ek
tumor szupresszor - onkogén mechanizmusanak jobb megértéséhez.

A tumorképzddés kezdeti szakaszdban torténd, a sziiletd tumorsejteket érintd
ujraprogramozason tul a keringd mikroRNS-ek a tumorképzddés egyéb joval
elérehaladottabb fazisait is befolyasolhatjdk (angiogenezis, invazio stb.) (Hanahan és
mtsai 2011). A keringd mikroRNS-ek angiogenezisben betoltott szerepe ismert az
irodalomban (Finn, Searles 2012). Az endothelium sejtjei a keringdé mikroRNS-ek
szdmara a leginkabb hozzaférhetd célpontok lehetnek. Elképzelhetd, hogy a keringd

mikroRNS-ek kozvetleniil befolyasoljak a szervezet antitumor immunitasat és az is,
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hogy a keringd mikroRNS-ek nem pusztdn kiegészitik, hanem egyiittmiikodnek a
daganatok immunrendszer altali feliigyeletében.

A keringdé mikroRNS-ek tumorképzddésben betdltott szerepérdl hasonld érdekes
hipotézist publikaltak Chen és mtsai (Chen és mtsai 2013), akik megfigyelték, hogy a
tumoros betegek vérében a keringd mikroRNS-ek koziil az elsésorban tumor
szupresszor aktivitassal rendelkez6k vannak tobbségben az onkogén mikroRNS-ekhez
képest. A tumor szupresszor mikroRNS-ek relativ tulsulya a szervezet tumorellenes
védelmi mechanizmusa egy forméjanak tekintheté a szerzok szerint (Chen és mtsai
2013). Ugyanez a munkacsoport felvetette, hogy ezen mikroRNS-ek tumorellenes
hatasa elsdsorban a tumorellenes immunvalasz serkentésén keresztiil valosulhat meg. A
mi hipotézisiink ugyanakkor az, hogy az egészséges egyének vérében keringd tumor
szupresszor mikroRNS-ek egyfajta antitumor feliigyeleti rendszert latnak el a
tumorképzddés legkorabbi fazisaban a sziiletd tumorsejtek Gjraprogramozasa altal.

Az altalunk felallitott hipotézis gyenge oldalat leginkabb az képezheti, hogy a
mikroRNS-ek cellularis kontextustol fliggéen lehetnek onkogén, illetve tumor
szupresszor hatastak. Még az elsésorban tumor szupresszor aktivitassal rendelkezd
mikroRNS-eknek is lehet onkogén hatdsuk bizonyos meghatarozott szdvetekben. Az
altalunk a leggyakoribbnak talalt keringd mikroRNS-ek vizsgalatdhoz felallitott 10-
szeres hatar (a rangsorban 20. mikroRNS-hez képest 10-szeresen kifejez6do)
természetesen onkényes, és a fenti kiiszobérték alatti kifejezddéssel biré mikroRNS-ek
kozott is talalhatok mind onkogén, mind szupresszor aktivitast mikroRNS-ek, mint a
hsa-miR-21. Mindazonaltal az elssorban tumor szupresszor hatassal rendelkezd
mikroRNS-ek relativ talsulya figyelemremélté a 10 szeres hatar feletti kifejez0désti
csoportban.

A hipotézissel kapcsolatos masik probléma a keringd mikroRNS-ek nagyon
alacsony mennyiségével kapcsolatos. Még a legmagasabban kifejez0dé mikroRNS-
eknek is nagyon alacsony a koncentracioja, ¢és azt sem tudjuk, hogy ez az alacsony
koncentraci6 elegendé-e ahhoz, hogy, az ezen mikroRNS-eket internalizalé sejtekben
szignifikdns génexpresszid valtozast tudjon kivéltani. A membran vezikulumokba
csomagolt, és a lipoprotein asszocialt mikroRNS-ek esetében rendelkezésre allnak olyan
in vitro adatok, amelyek azok génexpresszid szabalyozo kapacitdsat alatamasztjak

(Redis ¢és mtsai 2012, Rayner és mtsai 2013), de arra vonatkozoan nincsenek adatok,
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hogy a keringd mikroRNS-ek a szdvetekben valoban génexpresszidos valtozasokat
idéznek eld. Legujabb vizsgdlatok szerint a mikroRNS-ek vérben mért koncentracidja
100 fmol/l nagysagrendii, ami messze alacsonyabb, mint a legalacsonyabb
mikroRNS-ek Dbiologiai jelentdségével kapcsolatban, ¢és kérdés, hogy mekkora
koncentraci6 sziikséges ahhoz, hogy érdemi hatdsuk legyen. Felvetették mikroRNS
receptor lehetOségét is, de erre vonatkozd kisérletes adat még nem all rendelkezésre
(Williams és mtsai 2013).

A kovetkezd kérdés az érintett sejtpopulaciokkal kapcsolatos. Az egyértelmd,
hogy a keringdé mikroRNS-ek kozvetlen érintkezésbe keriilnek a vér és az érfal
endothelidlis sejtjeivel, de milyen egyéb sejtek érintettek még és milyen modon? A
legvalosziniibb valasz erre a kérdésre, hogy a mikroRNS-ek at tudnak hatolni a
kapillaris endotheliumon, amint arra utal6 adatok mér vannak, hogy az exogén
mikroRNS-ek atjutnak az intesztinalis endotheliumon és bejutnak a keringésbe (Zhang
¢s mtsai 2012, Etheridge és mtsai 2013). A mikroRNS-ek gastrointesztinalis transzferje
ugyanakkor erdsen vitatott, ugyanis egyes kutatasi eredmények azt mutatjdk, hogy ez a
folyamat nem hatékony (Snow és mtsai 2013).

Az exoszomakrol kimutattdk, hogy at tudnak hatolni a vér-agy gaton (Alvarez és
mtsai 2011). Nem ismert ugyanakkor, hogy a fehérjéhez, illetve a HDL-hez kotott
mikroRNS-ek is képesek-e erre, és az ezen folyamatokért feleldés molekularis
mechanizmusok egyelére még nem ismertek. Az a tény azonban tudott, hogy a
mikroRNS-ek kiilonb6z0 raktarozasi forméai (nem kotott, extracellularis vezikulum,
fehérjéhez kotédo) kiilonbozo féléletidovel jarhatnak egyiitt. SoOt, a kiilonbozo
mikroRNS-ek raktarozasi formajanak szelektivitasat sem zarhatjuk ki.

Az egészséges egyének mikroRNS profiljanak természetesen vannak
lathatjuk. Bizonyos szokésok is (példaul a dohanyzas) szignifikdnsan befolyasolhatjak a
mikroRNS profilt (Takahashi és mtsai 2013). Egy éaltalanos, “normalis” mikroRNS
profilt ezért nagyon nehéz felallitani. Mddszertani problémak szintén feleldssé tehetdk a
variaciokért, hiszen a standardizalt mikroRNS kivonas nehézségei, platform
kiilonbségek (microarray, valos idejii PCR-alapu technikdk, Gjgeneracios szekvendlas)

szintén befolyasolhatjak az eredményeket.
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Az éltalunk felallitott hipotézist kisérletes uton alatamasztani meglehetésen
nehéz. In vitro kisérletek szoba johetnek annak igazoldsara, hogy a mikroRNS-ek a
sejtkulturakbol szarmazd virus, illetve kémiai indukcié altal transzformalt sziiletOben
1év6 tumorsejtekben megallitjak a tumorképzddést, vagy proapoptotikus hatassal birnak.
Tekintettel arra, hogy a hipotézisiink a korai tumorképzddést in vivo targyalja,
allatkisérletes modellek johetnek szoba. Az elsdsorban tumor szupresszor hatast
mikroRNS-eket lehetne beadni tumoros egér modellekbe (spontan vagy kémiai uton
indukalt tumorokban, immunszupprimalt egerekben) és a tumorképzddés gyakorisagat
lehetne vizsgalni.

Szamos probléma meriilhet fel azonban az ilyen jellegii vizsgalatok esetében igy
stb. Ennek alternativdjaként meghatarozott, és a keringésben tulsulyban [évd
mikroRNS-ekre transzgenikus, illetve knockout egér modelleket lehetne vizsgalni
spontan vagy indukalt tumor frekvencia szempontjabol. Az elérheté a miR-223 és a
miR-451 mikroRNS-ekre knockout egérmodellek esetében ugyanakkor spontan
tumorgyakorisag tekintetében novekedést nem tudtak kimutatni (Johnnidis és mtsai
2008, Patrick és mtsai 2010). Ezekben a vizsgalatokban hosszabb tumor indukcid és
megfigyelési 1d6 lehet sziikséges. A mikroRNS-ek altal biztositott tumor feliigyelet
ugyanakkor nem egyetlen mikroRNS bevonasdval valdsulhat meg, hanem inkabb
szamos mikroRNS egyiittmiikddése altal, ezért kiilonb6zd tumor szupresszor aktivitast

mikroRNS-ek kombinéciojat kellene vizsgalni.
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5.2 Néhany tovabbi hipotézisiink a keringd, testfolyadékokban kimutathato
mikroRNS-ek bioldgiai jelentéségével kapcsolatosan.
A mikroRNS-ek szovetspecifikus hatasa egy daganatképzodést gatlo

védelmi mechanizmusnak is része lehetne?

A korabbiakban mar emlitésre keriilt, hogy a mikroRNS-ek kifejezédése €s hatasa is
szovetspecifikus, azaz ugyanaz a mikroRNS kiilonb6z6 szovetekben eltérdo mRNS-eket
szabalyoz. Ugyanaz a mikroRNS egyik szdvetben onkogén, masikban tumor
szupresszor is lehet. A mikroRNS-ek szovetspecifikus hatdsanak molekularis
mechanizmusa nem ismert, de ebben szerepet jatszhat esetlegesen eltérd féléletidejiik,
esetleges mikroRNS inhibitorok jelenléte, illetve a mikroRNS-ek, transzkripcios
faktorok és gének alkotta halozatok szabalyozasi eltérései is.

Ismert ugyankkor az is, hogy mind az ép sejtek, mind a koros, kiilondsen a
daganatsejtek mikroRNS-eket valasztanak el, amelyek koziil a membranvezikuldkba
zart mikroRNS-eknek lehet leginkabb biologiai jelentdségiik. A daganatsejtek altal
elvalasztott mikroRNS-ek eldsegithetik a daganatok novekedését, a stromara,
endothelsejtekre, immunsejtekre hatva tamogathatjdk a daganat terjedését.
Feltételezésiink szerint a mikroRNS-ek szdvetspecifikus hatdsa bizonyos mértékig gatat
szabhat ennek a hatasnak, mivel a daganatok altal elvalasztott mikroRNS csoportok - a
szovetspecifikus mikroRNS hatasnak kdszonhetden- nem fejthetik ki ugyanazt a hatést
kiilonbozd szoveteken. Igy példaul az elvalasztott onkogén mikroRNS-ek nem képesek
minden sejt novekedését serkenteni.

Ebben a vonatkozasban nem egyes mikroRNS-eknek, hanem mikroRNS
csoportoknak lehet elsdsorban szerepe, amelyek szamos mRNS befolyasolasan
keresztiil fejthetnék ki hatasaikat. Igen valosziniitlen, hogy a szdvetspecificitds nyoman
tobb mikroRNS eltéré mRNS célpontjai ugyanazt vinnék véghez a célsejtben, mint a
mikroRNS-eket elvalasztd sejtben. Elképzelhetd, hogy ez nemcsak a daganatsejtek,
hanem a gyorsan szaporodo Ossejtek altal elvalasztott mikroRNS-ekkel szemben is
érvényesiilhet, azonban ezek mennyisége messze kevesebb lehet, mint a daganat altal

termelt mikroRNS-eké.
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Ennek a mechanizmusnak a daganatok és novekedési zavarok kialakulasanak

gatlasaban lehet esetleg szerepe (8. abra).

Exoszoma onkogén

Szovetspecifikus ?
mikroRNS-ekkel

hatas:

- eltéro célpontok
- miR féléletidok
- gatlo faktorok

- halozatok .’

Tumorsejt
Szaporodé sejt

Citoplazma 7

S 7y
) \
/ L2 VAN
mikroRNS , Gén /
\ expresszio
SN " Normélis’l)‘?f"lyés"?s

recipiens
sejt .
Sejtszaporodas 5
Sejt differenciacio \ 4
Apoptozis @

Novekedés? | k™

Tumorképzodés

Q Sejtmag

8. dbra: A daganatsejt dltal elvalasztott, exoszomaban lévé onkogén mikroRNS-ek
mads sejteken jelentkezo sejtnovekedést, daganatot elosegito hatdasdat a mikroRNS-ek
szovetspecifikus hatdsa gatolhatja, aminek révén az eredeti szovetben onkogén
mikroRNS csoportok mds szovetben nem fejti ki ugyanazt a hatast. A mikroRNS-ek

szovetspecifikus hatdasa igy a daganatképzodés és novekedési zavarok gatja lehet.
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5.3 A testfolyadékba juté mikroRNS-ek lehetséges szerepe az egyének és fajok

kozotti kommunikacioban

Mig a vérben keringd mikroRNS-ek normalisan nemigen jutnak mas egyénekkel
kapcsolatba, az anyatejben, nyalban ¢s az onddban talalhaté mikroRNS-ek kozvetlen
kapcsolatba keriilhetnek mas személyekkel (0jsziilottek, szexualis partnerek), és ebben
az esetben az epigenetikai informdacié interindividualis ataddsa valosulhat meg (9.
abra). Az anyatej mikroRNS-ei az 0jsziilott epigenetikai befolydsoldséban is szerepet
jatszhatnak, és léteznek hipotézisek arra vonatkozoan, hogy az anyatej mikroRNS-ei

betegségekben, igy a diabetes mellitus és atopia kialakulasaban is szerepet jatszhatnak

(Melnik és mtsai 2014, Melnik 2015).

Tej

ﬁj szilott

9. abra: MikroRNS-ek, az egyének és a fajok kozott vandorlo hirvivok?

Forradalmi volt az a nemrégiben ko6zolt megfigyelés, hogy kinai egyének

vérében a rizs egyik mikroRNS-e (miR-168a) kimutathat6 (Zhang és mtsai 2012). S6t, a
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rizs miR-168a egy human mRNS (LDLRAP1) expresszidjat befolyasolni latszott, ami a
koleszterin metabolizmuséban jatszik szerepet. Egy novényi mikroRNS emberi hatésa a
mikroRNS-ek fajok kozotti hatasat jelezheti, ami 0j tavlatokat nyithatna a mikroRNS-ek
globalis jelentdségérdl. Ezt a megfigyelést azota szamos fliggetlen tanulmany vitatja,
igy nem daltalanosan elfogadott (Witwer és Hirschi, 2014). Mig a ndvényi mikroRNS-
eket eltérd kémiai szerkezetik nyoman viszonylag konnyl elkiiloniteni, az allati
eredetiiek elkiilonitése sokkal nehezebb. Mindazonaltal valoszinii, hogy az elfogyasztott
allati termékek mikroRNS-ei is bejuthatnak az emberi keringésbe. Tehéntej mikroRNS-
ek bejutasarol is vannak adatok, de ezt is vitatjak (Baier és mtsai 2014).

Bar ezek kevés meggydz6 kisérleti eredménnyel és szdmos kétellyel tarsult
feltételezések, igen érdekes tovabbi hipotézisekhez vezethetnek. Ezek koz¢é tartozhat az,
hogy az egyoldalu taplalkozas a mikroRNS-ek egyoldaluan tilzott bevitele, vagy akar
hianya nyoman betegségekhez vezethet, de erre sincsenek egyeldre kisérletes adatok.

A fajok kozott epigenetikai informaciot kozvetité mikroRNS-ekre vonatkozoan
felvetettiik annak a lehetdségét, hogy a genom jelentds részét kitevdé nem kodold rész -
amit kordbban a genom sotét anyaganak tekintettek - egyik funkciodja a jelentds részben
ebben taldlhatdé mikroRNS gének révén az egyének ¢és fajok kozotti epigenetikai
kommunikécié kozvetitése lenne, de természetesen ennek aldtdmasztasira egyeldre
semmiféle kisérletes adat nem all rendelkezésre.

Munkdm masodik részében a keringésben jelen levé ¢és kordbban a
mellékvesekéreg carcinoma esetében potencialis biomarker mikroRNS-ekre
fokuszaltam. Mivel ezekben a betegekben rutinszerlien alkalmaznak hormonstimulacios
teszteket, felvetddott, hogy a diagnosztikus mikroRNS-ek vérben mérhetd

crer

voltak hormon érzékeny mikroRNS-ek, ezek vizsgélata is munkam részét képezte.
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54 A mikroRNS-ek valtozasai Dexametazon és ACTH kezelésre, 6sszevetésiik

irodalmi adatokkal, illetve a miR-27a valtozasanak esetleges jelentdsége

Ot keringd mikroRNS-t (hsa-miR-27a, hsa-miR-200b, hsa-miR-214, hsa-miR-483-5p,
hsa-miR-503) valasztottunk ki irodalmi adatok alapjan annak tanulmanyozésara, hogy
kifejezddésiik hogyan valtozik in vivo, Dexametazon és ACTH adéasara. A fenti
mikroRNS-ek kozil a hsa-miR-214, a hsa-miR-503 ¢és a hsa-miR-483-5p
mellékvesekéreg carcinoma-ban a daganatok rosszindulatisagat jelzd, megvaltozott
kifejezddésti szoveti mikroRNS biomarkerként jonnek szoba (Tombdl és mtsai 2009,
Patterson ¢és mtsai 2011, Soon ¢és mtsai 2009). A hsa-miR-483-5p szintjét
mellékvesekéreg carcinoma-ban szenvedd betegek vérében is magasabbnak talaltak
(Szabd és mtsai 2014, Charbre és mtsai 2013, Patel és mtsai 2013). A miR-214 ¢és a
miR-503 szoveti kifejez0désének csokkenését mutattdk ki ACTH hatasara patkany
modellben (Hu és mtsai 2013).

Irodalmi adatok alapjan két tovabbi mikroRNS (a hsa-miR-27a és a hsa-miR-
200b) - melyrdl igazolddott, hogy kifejezddésiik hormonkezelések hatasara valtozik
patkanymodellben - kifejezddése csokkent Dexametazon hatdsira. A hsa-miR-27a
szintje patkany mellékvesekéregben csokkent ACTH hatasara (Hu és mtsai 2013).
Kutatési eredményeink a keringd hsa-miR-27a kifejez6désének megvaltozasat igazoltak
hormonkezelések hatdsara in vivo emberben, kifejez0dése Dexametazon hatasara no,
ACTH hatésara pedig csokken. Ehhez hasonloan, in vitro kisérletiinkben Dexametazon
hatéséra a szekretalt hsa-miR-27a kifejez6dés novekedését tapasztaltuk.

A mellékvesekéreg rosszindulati daganatdban jelenleg legigéretesebb keringd
mikroRNS marker a hsa-miR-483-5p szintjét a fenti (diagnosztikai célbdl széles korben
alkalmazott) hormonkezelések nem befolyasoltdk, ami alatdmasztja a fenti mikroRNS
potencialis biomarkerként torténd hasznalhatosagat.

A keringd mikroRNS-ek tobbek kozott a malignus daganatok diagnosztikaja
szempontjabol igéretes biomarkereknek szamitanak. Kifejezddésiiknek hormonalis
valtozasokra torténé megvaltozasat néhany kutatds aldtdmasztja, példaul policisztas
ovarium szindromaban szenvedd betegek szérumaban négy mikroRNS koncentracidja a
szérum szabad tesztoszteron szintjének valtozasaval részleges korrelacidt mutatott

(Murri és mtsai 2013).
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Tudomasunk szerint a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelyt érintd
hormonalis valtozasok és a keringd mikroRNS-ek kozotti dsszefiiggést emberben, in
vivo munkénkat megel6z6en még nem vizsgaltdk. Néhany mikroRNS a
mellékvesekéreg tumorainak kivizsgalasaban hasznos biomarker lehet, igy elsdsorban a
miR-483-5p, a miR-195 és a miR-34a (Chabre és mtsai 2013, Szabo és mtsai 2014, Patel
¢s mtsai 2013). Tekintettel arra, hogy a mellékvesekéreg daganat gyakran jar egyiitt
mellékvesekéreghormon taltermeléssel (Fassnacht és mtsai 2013, Terzolo és mtsai
2013), a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely és a keringd mikroRNS-ek
kozotti osszefiiggés szintén érdekes lehet. A keringd mikroRNS-ek szintjének az ACTH
¢s Dexametazon tesztek hatdsdra bekovetkezd valtozasarol eddig nem alltak
rendelkezésre adatok.

In vitro a szekretalt hsa-miR-27a szintje szignifikdnsan nétt Dexametazon
kezelés hatasara NCI-H295R mellékvesekéreg sejtvonalon. A tenyésztéfolyadékban
talalt magasabb mikroRNS koncentracid igazolja azt, hogy a Dexametazon serkenti a
hsa-miR-27a kivéalasztasat a mellékvesekéreg sejtekben. A hsa-miR-27a szekréciod
molekularis mechanizmusa a NCI-H295R sejtekben és annak Dexametazon-nal valo
Osszefliggése a jovOben tovabbi kutatasok targyat képezheti.

Patkany modellben ACTH-kezelés csokkentette a szoveti miR-27a kifejez0dését,
a Dexametazon szintén ugyanilyen hatdssal volt annak kifejezOdésére. A fenti a
diszkrepanciat faji kiilonbségekkel lehet magyarazni, rdadasul a szoveti és a keringd
mikroRNS-ek kifejezddésében is lehetnek kiilonbségek (Patel és mtsai 2013).

Emberben, a Dexametazon in vitro ¢és in vivo hatasa a hsa-miR-27a
kifejezodésére hasonld, mivel a Dexametazon kezelés noveli a hsa-miR-27a
kifejezddését mind NCI-H295R mellékvesekéreg sejtvonalon in vitro (szekretalt és
intracellularis), mind a keringd hsa-miR-27a expresszidjat in vivo. A Kkeringd
mikroRNS-ek celluldris eredete egyeldre még nem tisztazott, de a kifejezddés
parhuzamos valtozasai azok részben mellékvesekéreg eredetét timasztjak ala.

A hsa-miR-27a izmokban, angiogenezisben, adipogenezisben, elhizésban,
gyulladdsban, immunvalaszban, lipid metabolizmusban, atherosclerosisban ¢és
metabolikus szindroméaban betdltott szerepérdl szamos eredmény all rendelkezésre
(Chen ¢és mtsai 2012). A keringd hsa-miR-27a hipertrofids kardiomiopatidban

(Roncarati és mtsai 2014) és akut miokardidlis infarktust kovetéen a bal kamrai
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kontraktilitas potencidlis biomarkereként is felmeriilt (Devaux ¢és mtsai 2013).
Kifejezddését kissejtes tiidorak esetén is alacsonynak taldltak (Heegaard és mtsai 2012).

A gliikokortikoidok hatasukat ezekben a szdvetekben gliikkokortikoid receptoron
keresztiil fejtik ki. Dexametazon kezelés hatasara az NCI-H295R mellékvesekéreg
sejtvonalon a hsa-miR-27a kifejez0dése megvaltozott, ezért feltételezhetd, hogy a fenti
mikroRNS szabélyozasa is a gliillokortikoid receptoron keresztiil torténik. Mivel a hsa-
miR-27a transzkripcidja az RNS polimeraz II segitségével megy végbe (Lee €s mtsai
2004) érdekes lenne annak vizsgalata, hogy egy funkcionalis gliikokortikoid valasz
elem jelen van-e a hsa-miR-27a promoterében (in silico predikcionk szerint a
gliikokortikoid valaszra specifikus DNS szakasz a hsa-miR-27a promoéterében
megtalalhato).

A hsa-miR-27a-rdl kimutattdk, hogy az izmok kifejlédésében és sorvadasdban
jelentds szerepet jatszd myostatin expresszidjat csokkenti. A myostatin fokozott
expresszidjat az izomtdmeg csokkenésével hoztak Osszefliggésbe (McFarlane és mtsai
2014). Ugy tiinik, hogy a miR-27a és a myostatin egy onszabalyozo korben vesznek
részt, ugyanis egér modellen a myostatin ndveli a miR-27a kifejez6dését a SMAD3-on
keresztiil, és valaszul a miR-27a gétolja a myostatin kifejezddését (McFarlane és mtsai
2014). Tekintettel arra, hogy a gliikokortikoidok gatoljak a SMAD?3 transzkripcios
aktivalasat (Song és mtsai 1999), a beadott Dexametazon a myostatin-SMAD3-miR-27a
szabalyoz6 korbe tobb ponton is bekapcsolodhat.

A keringd hsa-miR-27a ACTH altal indukalt csokkenése szerepet jatszhat az
ACTH-fliggé Cushing-szindroméaban. A miR-27a myostatinra gyakorolt hatasa a fenti
mechanizmuson keresztiil a hiperkortizolizmusra jellemzd6, gliikokortikoid altal indukalt
izomsorvadast magyarazhatja.

A keringd hsa-miR-27a szintjét a 2. tipusii cukorbetegséggel is Osszefiiggésbe
hoztak, illetve az ¢homi vércukorértékek fenntartasaban is szerepet jatszhat (Karolina €s
mtsai 2012). Tekintettel arra, hogy a gliikokortikoidok szerepe az inzulirezisztencia
patogenezisében ismert (Geer és mtsai 2012), ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
hsa-miR-27a kifejezdésében az ACTH ¢és a gliikokortikoidok hatasara bekdvetkezett
valtozasok szamos mas korkép patogenezisében is szerepet kaphatnak, mindenekeldtt
hyperkortizolizmus esetében, de ezen valtozasok korlélettani jelentdségeének

tisztazasahoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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KOVETKEZTETESEK

. Az egészséges egyének vérében keringd mikroRNS-ek vizsgalata kapcsan a

tumor szupresszor mikroRNS-ek, relativ talstlyat figyeltiik meg, és ezek alapjan
felvetettiik, hogy ezen mikroRNS-ek az epigenetikai informacié kozvetitésével a
sejtek malignus atalakulasat gatoljak, ezaltal részt vehetnek a szervezet tumor

feliigyeleti rendszerében (tumor surveillance).

. A mikroRNS-ek szovetspecifikus hatdsa szintén a daganatképzddést gatlo

védelmi mechanizmus részét képezheti.

. A hypothalamus-hypophyis-mellékvesekéreg tengelyt érintd hormonvizsgalatok

(ACTH és Dexametazon) soranigazoltuk a keringd hsa-miR-27a

kifejez6désének megvaltozasat in vivo emberben.

. A Dexametazon in vitro is fokozta a szekretdlt hsa-miR-27a szintjét

mellékvesekéreg-carcinoma sejtek feliiluszojaban.

. A mellékvesekéreg rosszindulati daganatdban jelenleg legigéretesebb keringd

mikroRNS marker a hsa-miR-483-5p szintjét a hormonkezelések nem
befolyasoltdk, ami annak potencidlis biomarkerként torténd hasznalhatosagat

alatamasztja.
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7. OSSZEFOGLALAS

PhD munkam soran a keringésben jelen levd mikroRNS-ek szerepét tanulmanyoztam.
Egészséges egyének vérében elsGsorban tumor szupresszor hatdsu mikroRNS-ek keringenek
nagyobb mennyiségben. In silico vizsgalati eredményeink és az irodalomban kozolt
megfigyelések felhasznaldsaval uj hipotézist allitottam fel. Az egészséges egyénekben
feliilreprezentalt, dontéen tumor szupresszor hatasu keringd mikroRNS-ek a daganatképzddés
folyamatos gatlasa utjan tumor feliigyeleti mechanizmusban vehetnek részt, igy a mikroRNS-ek
altal megvalosulo tumorfeliigyelet a szervezet immunrendszerével egylittmiikddve lathatja el a
szervezet daganatképzddéssel szembeni védekezését.

A keringd mikroRNS szintjét szamos élettani és patoldgiai folyamat befolyasolhatja. A
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely miikodésében szerepet jatszoé hormonok és a
mellékvesekéreggel Osszefiiggésbe hozott mikroRNS-ek kozotti kapcsolat nem tisztazott.
Munkam masodik részében 6t mikroRNS (a hsa-miR-27a, a hsa-miR-200b, a hsa-miR-214, a
hsa-miR-483-5p és a hsa-miR-503) expresszios valtozasait vizsgaltam Dexametazon és az
ACTH hatésara in vivo, human plazmamintdkban valdés ideji reverz transzkripciés PCR
alkalmazasaval Megéllapitottam, hogy a vizsgalt 6t mikroRNS koziil csak a keringd hsa-miR-
27a kifejezodése valtozott meg szignifikdnsan a hormondlis kezelések hatdsara: kifejez6dése
Dexametazon hatdsara noétt, ugyanakkor ACTH hatdsdra csokkent. NCI-H295R
mellékvesekéreg carcinoma sejtvonalon végzett vizsgalataim azt igazoltdk, hogy a szekretdlt
hsa-miR-27a szintje Dexametazon hatasara szignifikdnsan nétt in vitro. A mellékvesekéreg
carcinoma diagnozisara javasolt keringd hsa-miR-483-5p kifejez6dését a hormonalis kezelések
nem befolyasoltak, timogatva a fenti mikroRNS diagnosztikai markerként torténé alkalmazasat.
A hsa-miR-27a kifejez6dése ugyanakkor a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely
mitkddésében szerepet jatszé hormonok hatasara szignifikdnsan megvaltozik, in vitro és in vivo
egyarant. Fenti megfigyelésem a keringd mikroRNS-ek és hormonok kapcsolatinak egy uj

tavlatat vetiti el6re.
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8. SUMMARY

In my PhD thesis work, I have focused on studying the role of circulating microRNAs. In the
blood of healthy individuals, a relative abundance of microRNAs with predominant tumor
suppressor activity was revealed. Based on our own bioinformatics analysis together with
studies of literature data I have suggested a novel hypothesis regarding the role/function of
circulating microRNAs. These microRNAs may serve in a tumor surveillance mechanism
exerting continuous inhibition on tumor formation. The microRNA-mediated tumor surveillance
might complement the cancer immune surveillance.

The concentration of microRNAs in blood is influenced by several physiological and
pathological conditions. The interaction of hormones of the pituitary-adrenal axis and adrenal
cortex-associated circulating microRNAs is mostly unknown. Therefore, I have studied the
effects of dexamethasone and adrenocorticotropin on the expression of five (hsa-miR-27a, hsa-
miR-200b, hsa-miR-214, hsa-miR-483-5p, and hsa-miR-503) circulating microRNAs in vivo in
human plasma samples using real-time reverse transcription PCR method. I have established
that only circulating Asa-miR-27a from the 5 analyzed microRNAs has been significantly
modulated in vivo by hormonal treatments: its expression was up-regulated by dexamethasone
whereas it was suppressed by adrenocorticotropin. Secreted hsa-miR-27a was significantly
induced by dexamethasone in vifro in NCI-H295R adenocortical carcinoma cells, as well. The
expression of hsa-miR-483-5p proposed as a diagnostic marker for adrenocortical malignancy
was not affected by dexamethasone or tetracosactide administration supporting its diagnostic
application. However, the expression of Asa-miR-27a significantly changed by hormones of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis both in vitro and in vivo. These observations might open a

new perspective in the interactions between hormones and microRNAs.
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